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PrŽambule : prŽsentation du laboratoire dÕaccueil du candidat 

 

Le Laboratoire de Biologie MolŽculaire et Cellulaire du Cancer (LBMCC) est un 

laboratoire de recherche privŽ contre le cancer ˆ but non lucratif, composŽ dÕenviron vingt 

chercheurs. BasŽ ˆ Luxembourg, sa position gŽographique avantageuse, au centre de 

lÕEurope, lui permet de collaborer avec dÕautres laboratoires europŽens tels que ceux de 

Metz, Nancy, Reims, Li•ge, Bruxelles, Sarrebruck, mais aussi outre-Atlantique avec les 

universitŽs de Houston et de Cincinnati. 

 

LÕune des thŽmatiques du laboratoire est la comprŽhension du lien entre 

lÕinflammation et le cancer, notamment dans les leucŽmies, impliquŽ dans les mŽcanismes de 

rŽsistance contre les agents chimiothŽrapiques. Le but est de dŽcouvrir de nouvelles 

approches de traitements afin de contourner ces mŽcanismes, notamment gr‰ce aux composŽs 

naturels (i.e. la curcumine). 

 

 La seconde thŽmatique vise ˆ comprendre les mŽcanismes de diffŽrenciation, partant 

du concept que les cellules cancŽreuses sont moins diffŽrenciŽes que les cellules normales 

avec un taux de prolifŽration ŽlevŽ, le but est donc de rendre ces cellules plus matures, pour 

conduire ˆ une prolifŽration moins importante. 

 

 Le dernier groupe de recherche a pour objectif de comprendre les mŽcanismes 

ŽpigŽnŽtiques mis en cause dans le dŽveloppement des cancers, afin de trouver de nouveaux 

biomarqueurs permettant de prŽdire au plus t™t le dŽveloppement de cancers, et amŽliorer 

leur prŽvention. 

 

 Le laboratoire est financŽ par plusieurs associations telles que le TŽlŽvie, lÕasbl 

Recherches Scientifiques Luxembourg, la Fondation de Recherche Cancer et Sang, 

lÕassociation Ç Een Haerz fir kriibskrank Kanner È ainsi que le minist•re de la recherche 

luxembourgeoise. 



 

 

RŽsumŽ 
 

Les cyclooxygŽnases (COXs) sont une famille dÕenzymes impliquŽes dans la 
biosynth•se des prostaglandines. COX-2 est la forme inductible qui est induite pendant 
lÕinflammation et qui est surexprimŽe dans plusieurs cancers. Plusieurs Žvidences sugg•rent 
que COX-2 joue un r™le dans la prolifŽration cellulaire et lÕapoptose. Ces Žvidences 
concernent surtout les tumeurs solides et les mŽcanismes impliquŽs ne sont pas compl•tement 
connus et surtout pour les cancers dÕorigine hŽmatopo•Žtique. Pour notre Žtude, nous avons 
ŽtudiŽ lÕeffet dÕinhibiteurs de COX-2 (nimŽsulide, NS-398 et cŽlŽcoxib) sur la prolifŽration et 
lÕapoptose de lignŽes cellulaires leucŽmiques et lymphoblastiques, Hel, Jurkat, Raji et U937. 

 
Nous avons montrŽ que les diffŽrents inhibiteurs de COX-2 diminuent la 

prolifŽration des diffŽrentes lignŽes cellulaires. Les cellules U937 sont apparues comme les 
cellules les plus sensibles ˆ ces inhibiteurs alors que les cellules K562 Žtaient les plus 
rŽsistantes. Nous avons montrŽ que cette modulation correspond ˆ une accumulation des 
cellules en phase G0/G1 du cycle cellulaire, accompagnŽe dÕune diminution prŽcoce de 
lÕexpression de c-Myc et dÕune augmentation de lÕexpression de marqueurs de diffŽrenciation 
dans les cellules U937 (CD15) et Hel (CD41a et CD61).  

Dans la deuxi•me partie de ce projet, nous avons ŽtudiŽ les effets des diffŽrents 
inhibiteurs de COX-2 sur lÕapoptose induite par diffŽrents agents chimiothŽrapeutiques dans 
nos mod•les cellulaires. Nous avons ainsi montrŽ que les inhibiteurs de COX-2 inhibent 
fortement lÕapoptose induite par plusieurs agents chimiothŽrapeutiques. Nous avons dŽmontrŽ 
que la prŽvention de lÕapoptose se situe avant lÕactivation de Bax et de Bak. Par ailleurs, cet 
effet est caractŽrisŽ par une incapacitŽ des agents chimiothŽrapeutiques ˆ dŽclencher un stress 
apoptotique. Toutes nos donnŽes ont donc dŽmontrŽ un effet anti-apoptotique des inhibiteurs 
de COX-2 sur lÕapoptose intrins•que vs lÕapoptose extrins•que ˆ un stade prŽcoce de 
lÕinduction de lÕapoptose. Ces donnŽes sugg•rent des prŽcautions quant ˆ lÕutilisation des 
inhibiteurs de COX-2 en combinaison avec la chimiothŽrapie. 

Dans la troisi•me partie de notre projet, nous avons ŽtudiŽ la combinaison des 
inhibiteurs de COX-2 avec la curcumine, une substance naturelle connue pour ses propriŽtŽs 
antitumorales. Nos travaux ont montrŽ que la curcumine seule conduit ˆ une accumulation des 
cellules U937 en phase G2/M du cycle cellulaire, suivie dÕune induction dÕapoptose. 
Cependant, le prŽtraitement des cellules U937 avec du cŽlŽcoxib ˆ des concentrations non-
apoptogŽniques contrecarre lÕapoptose induite par la curcumine, suggŽrant ainsi que ce type 
de combinaison ne serait pas une bonne stratŽgie dans les cellules hŽmatopo•Žtiques. 

LÕutilisation chronique des inhibiteurs de COX-2 peut •tre associŽe ˆ des effets 
secondaires importants consŽcutifs ˆ lÕinhibition de lÕactivitŽ de COX-2. Dans la derni•re 
partie de notre projet, nous avons dŽmontrŽ que le 2,5 dimŽthyl-cŽlŽcoxib (DMC), un 
analogue du cŽlŽcoxib qui nÕinhibe pas lÕactivitŽ de COX-2, induit une diminution de la 
prolifŽration cellulaire et induit lÕapoptose des cellules U937 et K562. Par ailleurs, ces effets 
sont plus importants que ceux observŽs avec le cŽlŽcoxib. Par consŽquent, ce composŽ a 
dŽmontrŽ de meilleures propriŽtŽs antitumorales et reprŽsente une voie thŽrapeutique 
prometteuse contre les leucŽmies. 

Tous nos rŽsultats soutiennent donc lÕidŽe que les inhibiteurs de COX-2 prŽsentent 
les effets anti-tumoraux les plus efficaces que lorsquÕils sont administrŽs seuls. Les effets 
observŽs avec le DMC sugg•rent que ce composŽ pourrait reprŽsentŽ une voie alternative aux 
inhibiteurs de COX-2 en thŽrapie anti-cancŽreuse. 

 
Mots-clefs : COX-2, leucŽmie, inflammation, apoptose, cycle cellulaire, c-Myc.  



 

 

 

Abstract 
 

Cyclooxygenases (COXs) are a family of enzymes, which catalyze the rate-limiting 
step in prostaglandin biosynthesis. COX-2 is the inducible isoform, upregulated during 
inflammation and overexpressed in various cancers. There are evidences of a role for COX-2 
in cell proliferation and apoptosis especially in solid tumors, whereas little is known for 
cancers of hematopoietic origin. In our study, we analyzed the effect of COX-2 inhibitors 
(nimesulide, NS-398 and celecoxib) on cell proliferation and apoptosis of a panel of leukemic 
and lymphoblastic cell lines, Hel, Jurkat, K562, K562, Raji and U937. 

 
We found that the different inhibitors slow down cell proliferation in the different 

hematologic cell lines tested. U937 cells appeared as the most sensitive, whereas K562 were 
the most resistant to this effect. We provide evidence that this modulation corresponds to an 
accumulation of the cells in G0/G1 paralleled by an early downregulation of c-Myc and the 
expression of cell type-specific differentiation markers in U937 (CD15) and Hel (CD41a and 
CD61).  

In the second part of our study, we investigate the effect of COX-2 inhibitors on 
apoptosis induced by chemotherapeutic agents in our cell models. We demonstrated that 
COX-2 inhibitors strongly prevent apoptosis induced by a panel of chemotherapeutic agents. 
We demonstrated an early prevention of apoptotic signaling, prior to Bax/Bak activation. The 
preventive effect is associated with an impairment of the ability of chemotherapeutic agents to 
trigger their apoptogenic stress. Altogether, our results demonstrate an anti-apoptotic effect of 
COX-2 inhibitors on intrinsic vs. extrinsic apoptosis at early steps of apoptosis commitment. 
These results suggest cautions in the use of COX-2 inhibitors with chemotherapy.  

In the third part of our project, we investigated the combination of COX-2 inhibitors 
with curcumin, a natural product known for its anti-tumor properties. Our findings show that 
curcumin alone leads to an accumulation of U937 cells in G2/M phase of cell cycle, followed 
by an induction of apoptosis. However, the pretreatment of U937 cells with celecoxib at non-
apoptogenic concentrations, counteracted curcumin-induced apoptosis, thus showing that this 
combination is not a good anti-cancer strategy in our cell models. 

The chronic use of COX-2 inhibitors can be associated with severe side effects due 
to the inhibition of COX-2 enzyme. In the last part of our project, we demonstrated that 2,5 
dimethyl-celecoxib (DMC), a structurally analogue of celecoxib, which is not able to inhibit 
COX-2 activity, induces an inhibition of cell proliferation and an induction of apoptosis in 
U937 and K562 cells. These effects are stronger than those observed with celecoxib. Thus, 
this compound demonstrated better anti-tumor properties and may represent a promising 
therapeutic approach against leukemia. 

Altogether, our study supports the idea that COX-2 inhibitors display anti-tumor 
effects in our cell models, but only when administrated alone. The effects observed with 
DMC suggest that this compound may represent an alternative approach to COX-2 inhibitors 
in cancer therapy. 

 
Key words: COX-2, leukemia, inflammation, apoptosis, cell cycle, and c-Myc. 
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Liste des abrŽviations 
 

 
AA  acide arachidonique 
ABC  ATP binding casette 
ABL1  abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1 
Act D  actinomycine D 
ADN  acide dŽsoxyribonuclŽique 
AIF  apoptosis inducing factor 
AINS  anti-inflammatoire non stero•dien 
AMPc  adŽnosine monophosphate cyclique 
AP-1  activator protein-1 
APAF  apoptosis protease activating factor 
APC  anaphase promoting complex 
ARE  AU-Rich Element 
ARN  acide ribonuclŽique 
ASB  albumine sŽrique bovine 
ATG  autophagy genes 
ATM  ataxia-telangiectasia-mutated 
ATP  adŽnosine Triphosphate 
ATR  ataxia telangiectasia and Rad3-related protein 
AUBP  AU-binding proteins 
Bad  Bcl-associated death 
Bak  Bcl-2 homologous antagonist killer 
Bax  Bcl-2-associated X protein 
!-cat  Beta-catŽnine  
!-gal  Beta-galactosidase 
Bcl-2  B cell lymphoma 2 
Bcl-xL  B-cell lymphoma-extra large 
Bcr  breakpoint cluster region 
BH  Bcl-2 homology 
Bid  Bcl-2 interacting domain 
cAMP  cyclic adenosin monophosphate  
CAK  Cdk activating kinase 
CDC25 cell division cycle 25 
CDC25C cell division cycle 25 C 
Cdk  cyclin dependent kinase 
Cdki  cyclin dependent kinase inhibitor 
C/EBP  CCAAT/enhancer binding protein 
CFSE  carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester 
CFU-GM colony forming unit granulocyte macrophage progenitor 
Chk1  check point kinase 1 
Chk2  check point kinase 2 
CIS  cisplatine 
COX(s) cyclooxygŽnase(s) 
COXib  cŽlŽcoxib 
CpG  cytosine phosphodiester bond guanine 
CRE  c-AMP responsive element  
CREB  c-AMP responsive element binding 



 

 

C-term  carboxy-terminale 
CTR1  copper transporter 1 
Cyt c  cytochrome c 
DED  death effector domain 
DEPC   DiŽthyl pyrocarbonate 
DISC  death-inducing signaling complex 
DMC  2,5-dimethyl-cŽlŽcoxib 
DMSO  dimŽthylsulfoxyde 
DNMT  DNA methyl transferase 
DNA-PK DNA-dependent protein kinase 
DP  D series of prostaglandin receptor 
E2F  elongation 2 factor 
EBV  epstein Barr Virus  
EGCG  epigallocatechin gallate 
EGF  epithelial growth factor 
EGFR  epithelial growth factor receptor 
ELISA  Enzyme-Linked-ImmunoSorbent Assay 
EP  E series of prostaglandin receptor 
ERAD  endoplasmic reticulum associated protein degradation 
Erb  erythroblastic leukemia viral oncogene 
ERK  extracellular signal-regulated kinase  
FADD  Fas associated death domain 
FasL  ligand Fas 
FBW7  F-box and WD (tryptophan-aspartic acid) repeat domain-containing 7 
GFR  growth factor receptor 
GPCR  G protein-coupled receptor  
GSH  glutathion 
GSTP1  glutathionne S-transfŽrase 
H2AX  histone H2A 
HDAC  histone deacetylase 
HER  human epidermal growth factor receptor 
HRP  horseradish peroxidase 
HuR  human antigen R 
IAP  inhibitor of apoptosis 
IFN  interferon 
IGF  insulin growth factor  
I!B  inhibitor of kappa B 
IKK  I!B kinase  
IL  interleukine 
IP  I series of prostaglandin receptor 
JNK  c-Jun N-terminal kinase 
LC3  light-chain-3 
LLC  leucŽmie lympho•de chronique 
LPS  lipopolysaccharide 
LTB4  leukotri•ne B4 
MALT   mucosa-associated lymphoid tissue 
MAPK  mitogen activated protein kinase 
MB1  Myc box 1 
MDR  multidrug resistance 
MGG  May-GrŸnwald Giemsa 



 

 

MIP  macrophage inflammatory protein 
miR(s)  microARN(s) 
MALT   mucosa-associated lymphoid tissue 
Mdm2  murine double minute  
MDR1  multidrug resitance protein 1 
MIP  macrophage inflammatory protein 
MMP  matrix metalloproteinase  
MMR  mismatch repair 
MOMP mitochondrial outer membrane potential 
MRP  multidrug resistance-associated protein 
mTOR  mammalian target of rapamycine 
MyD88 myeloid differentiation primary response gene  
NAP  neutrophil activating protein 
NFIl6  nuclear factor for Il-6  
NGF  nerve growth factor 
NF#B  nuclear factor kappa B 
Nime  nimŽsulide 
NO  nitric oxide 
NOS  nitric oxide synthase 
3ÕNT  rŽgion 3Õ non traduite 
PARP  poly (ADP ribose) polymŽrase 
PDK1  pyruvate deshydrogenase kinase 
PEST  proline, acide glutamique, sŽrine, thrŽonine 
PBS  phosphate buffered saline 
PBST  PBS tween 
PCNA  proliferating cell nuclear antigen 
PCR  polymerase chain reaction 
p38MAPK p38 mitogen activated protein kinase  
PGE2  prostaglandine E2 
PGH2  prostaglandine H2 
PGI2  prostaglandine I2 
PGJ2  prostaglandine J2 
PI3K  phosphoinositide 3-kinase  
PIP3  phosphatidyl-isositol-triphosphate 
PIP2  phosphatidyl-isositol-biphosphate 
PKA  protein kinase A 
PKB  protein Kinase B 
PKC  protein kinase C  
PLA2  phospholipase A2 
PMA  phorbol 12-myristate 13-acŽtate 
PP2A  protein phosphatase 2 
pRb  retinoblastoma protein 
PPAR  peroxisome proliferator-activated receptor 
PTEN  phosphatase and TENsin homolog 
PTP  pore de transition de permŽabilitŽ 
RNase  ribonuclŽase 
RNU6B RNA, U6B small nuclear 
ERO  esp•ces rŽactives de lÕoxyg•ne 
SAHF  senescence-associated heterochromatin foci 
SAPK  stress activated protein kinase 



 

 

SDS-PAGE SDS-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis 
Smac  second mitochondria-devided activator of caspases 
Src  sarcoma tyrosine kinase 
STAT  signal transducer and activator of transcription 
SVF  sŽrum de veau foetal 
TLR  toll like receptor 
TGF-!  transforming growth factor 
TNF  tumor necrosis factor 
TP  T series of prostaglandin receptor 
TRADD TNF receptor associated death domain  
TRAF 6 TNF receptor associated factor 6  
TRAIL  TNF-related apoptosis-inducing ligand 
TTP  tristetraproline 
TxA2  thromboxane A2 
UV  ultraviolets 
UVB  ultraviolets B 
VEGF  vascular endothelial growth factor 
1,25D  1,25-dihydroxyvitamin D3 
Wnt  Wingless-int 
XIAP  X-linked inhibitor of apoptosis protein : protŽine inhibitrice de lÕapoptose liŽe 
au chromosome X 
X-gal  5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside 
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1 INTRODUCTION  

1.1 Inflammation et cancer 

1.1.1 Les cancers 

 

Le cancer est une maladie associŽe ˆ une prolifŽration cellulaire anormale et 

anarchique au sein dÕun tissu normal de lÕorganisme ainsi quÕˆ une diminution de la 

sensibilitŽ aux stimuli pro-apoptotiques. 

Les cellules tumorales sont caractŽrisŽes par de nombreuses anomalies qui 

conduisent ˆ la formation dÕune tumeur. Six caractŽristiques des cellules tumorales 

sont connues depuis longtemps. Il sÕagit notamment dÕune prolifŽration cellulaire incontr™lŽe, 

de lÕacquisition dÕune immortalitŽ, une capacitŽ ˆ induire la nŽoangiogen•se , une capacitŽ de 

formation de mŽtastases, une rŽsistance ˆ la mort cellulaire programmŽe, une capacitŽ ˆ 

Žchapper aux g•nes suppresseurs de tumeurs (Hanahan et al. 2011). Cependant, 

lÕidentification des caractŽristiques tumorales est en constante Žvolution et ainsi quatre 

caractŽristiques supplŽmentaires ont rŽcemment ŽtŽ dŽcrites (Hanahan and Weinberg 2011). Il 

sÕagit de la perturbation du mŽtabolisme ŽnergŽtique, de lÕinstabilitŽ gŽnomique, de la 

capacitŽ des cellules tumorales ˆ Žchapper au syst•me immunitaire et du lien entre 

lÕinflammation et la promotion tumorale. 

DiffŽrents types de cancers peuvent •tre distinguŽs selon la nature du tissu atteint. 

Ainsi, sÕil sÕagit de cellules ŽpithŽliales, le terme Ç carcinome È est utilisŽ pour dŽsigner la 

tumeur. SÕil sÕagit de tissu de soutien (tissus conjonctifs), de tissus osseux, cartilagineux ou 

musculaire le terme Ç sarcome È est employŽ. Le cancer peut aussi affecter les cellules du 

sang et ces cancers regroupent les lymphomes et les leucŽmies (ou leucoses). DÕapr•s les 

donnŽes de lÕobservatoire europŽen du cancer de 2008 (Figure 1), les lymphomes et les 

leucŽmies Žtaient encore parmi les cancers les plus frŽquents en Europe. DÕautres part, 

lÕincidence de ces cancers est encore associŽe ˆ un taux de mortalitŽ ŽlevŽ, dÕo• lÕintŽr•t de 

dŽvelopper de nouvelles stratŽgies thŽrapeutiques. 
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Figure 1 : Incidence et mortalitŽ des cancers en Union EuropŽenne en 2008 

Estimation de lÕincidence et de la mortalitŽ des cancers les plus frŽquents chez les hommes et 

les femmes en Union europŽenne en 2008. Le taux est standardisŽ sur lÕ‰ge par 100.000. Les 

donnŽes proviennent de lÕObservatoire EuropŽen du Cancer (http://eu-cancer.iarc.fr/?lang=1). 

Les encadrŽs dŽsignent les cancers du sang (leucŽmies, lymphomes et myŽlomes multiples).  
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Figure 2 : LÕhŽmatopo••se et les leucŽmies  

(DÕapr•s Buck et al., 2009 avec modifications) 

LÕhŽmatopo••se est lÕensemble des phŽnom•nes qui conduisent ˆ la fabrication et au 

remplacement continu et rŽgulŽ des cellules sanguines. Ce mŽcanisme se dŽroule dans la 

moelle osseuse et fait intervenir des cellules souches hŽmatopo•Žtiques (SCH) mais aussi des 

progŽniteurs multipotents (PMP), des progŽniteurs myŽlo•des et lympho•des communs (PMC 

et PLC), des progŽniteurs B/T (pour lymphocytes B ou T), des progŽniteurs granulo-

macrophagiques CFU-GM (colony forming unit granulocyte macrophage progenitor). La 

leucŽmie est une maladie de lÕhŽmatopo••se. La classification des leucŽmies repose sur le 

stade de diffŽrenciation des cellules tumorales. Les leucŽmies peuvent •tre myŽlo•des ou 

lympho•des. 

 NK : Nuclear Killer 
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CÕest en 1847 que Rudolf Virchow, un histologiste allemand, a parlŽ de leucŽmie 

pour la premi•re fois (Balkwill et al. 2001). La diffŽrence entre les leucŽmies et les 

lymphomes rŽside dans le fait que les leucŽmies commencent dans la moelle osseuse alors 

que les lymphomes sont des cancers qui se dŽclarent dans les aires lympho•des secondaires, 

des zones importantes pour lÕactivation de la rŽponse immunitaire (par exemple, la rate, le 

thymus).  

Les leucŽmies sont caractŽrisŽes par une prolifŽration anarchique des prŽcurseurs des 

cellules sanguines qui conduit ˆ une perturbation de lÕhŽmatopo••se, cÕest-ˆ-dire le 

mŽcanisme de production des cellules du sang qui se dŽroule dans la moelle osseuse. Les 

leucŽmies sont donc caractŽrisŽes par une anŽmie, une neutropŽnie (dŽficit en polynuclŽaires) 

et une thrombopŽnie (dŽficit en plaquettes). Ces dŽficiences augmentent le risque dÕinfections 

mais aussi dÕhŽmorragies. Les leucŽmies sont classŽes en fonction du stade et du niveau de 

diffŽrenciation de ces prŽcurseurs (Figure 2). Les leucŽmies lympho•des concernent les 

cellules lymphocytaires alors que les leucŽmies myŽlo•des concernent les cellules 

granuleuses. Les leucŽmies sont qualifiŽes dÕaigu‘s si la prolifŽration des cellules 

leucŽmiques est rapide. Cette rapiditŽ peut •tre liŽe ˆ un stade de diffŽrenciation prŽcoce. Par 

contre, si la prolifŽration des cellules leucŽmiques est lente, la leucŽmie est qualifiŽe de 

chronique. Cette diffŽrence avec la leucŽmie aigu‘ peut sÕexpliquer si le stade de 

diffŽrenciation des cellules tumorales est avancŽ. Ainsi, quatre types de leucŽmies peuvent 

•tre distinguŽs : 

- la leucŽmie myŽlo•de aigu‘, atteignant plus souvent lÕadulte que lÕenfant (Pollyea 

et al. 2011). 

- la leucŽmie myŽlo•de chronique qui est souvent caractŽrisŽe par un la prŽsence 

dÕun chromosome particulier dŽnommŽ Ç chromosome de Philadelphie È rŽsultant dÕune 

translocation entre le chromosome 9 et 22 (De Braekeleer et al. 2011). Ce type de leucŽmie 

peut se transformer apr•s quelques annŽes en leucŽmie myŽlo•de aigu‘. La prŽsence du 

chromosome de Philadelphie nÕest pas un crit•re exclusif de la leucŽmie myŽlo•de chronique 

et peut •tre dŽtectŽe dans dÕautres types de leucŽmies comme par exemple la leucŽmie 

lympho•de aigu‘ (De Braekeleer, Douet-Guilbert et al. 2011). 

- la leucŽmie lympho•de aigu‘ est le type le plus courant de leucŽmie chez les 

enfants. 

- les leucŽmies lympho•des chroniques qui atteignent le plus souvent les adultes. 

Les lymphomes sont caractŽrisŽs selon la prŽsence ou non de cellules appelŽes 

Ç cellules de Reed Sternberg È. Il sÕagit de cellules malignes dÕorigine lympho•de B 



Introduction 

 5 

(Yurchenko et al. 2010) dont le profil dÕexpression gŽnique est fortement perturbŽ. Si ces 

cellules sont prŽsentes dans la tumeur, le terme de Ç lymphome Hodgkinien È est utilisŽ 

(Kuppers 2009). Si ces cellules sont absentes, il sÕagit de lymphomes dits Ç non 

Hodgkiniens È. Les lymphomes de Burkitt par exemple sont des lymphomes non Hodgkinien. 

Les lymphomes de MALT  (mucosa associated lymphoid tissue) et du manteau sont aussi des 

lymphomes de ce type. 

 Les cellules cancŽreuses poss•dent de nombreuses caractŽristiques 

spŽcifiques notamment des caractŽristiques morphologiques avec des anomalies nuclŽaires 

(augmentation du ratio nuclŽocytoplasmique, prŽsence de plusieurs noyaux) et des anomalies 

cytoplasmiques (aspect basophile du cytoplasme, anisocytose). Ces caractŽristiques 

morphologiques ne sont pas obligatoires car une cellule cancŽreuse peut avoir une 

morphologie normale. Par ailleurs ces anomalies peuvent aussi •tre retrouvŽes dans des 

cellules non cancŽreuses lors de processus comme par exemple lÕinflammation (Hussain et al. 

2007). 

Des anomalies de la croissance et de la prolifŽration cellulaire sont aussi observŽes 

avec une perte de lÕinhibition de contact, une diminution de la cohŽsion entre les cellules 

tumorales, une capacitŽ dÕinvasion en induisant la nŽoangiogen•se et en diminuant 

lÕexpression de protŽines dÕadhŽsion. LÕimmortalisation ainsi que la dŽdiffŽrenciation des 

cellules sont aussi des caractŽristiques des cellules tumorales (Hanahan and Weinberg 2011).  

Les cellules tumorales poss•dent aussi des anomalies gŽnŽtiques notamment des 

anomalies chromosomiques (monosomies, trisomies), structurales (translocations, dŽlŽtions) 

et de la plo•die (aneuplo•die, haplo•die). Les leucŽmies myŽlo•des chroniques sont par 

exemple caractŽrisŽes par la fusion du g•ne ABL1 (Abelson murine leukemia viral oncogene 

homolog 1) du chromosome 9 avec le g•ne Bcr (breakpoint cluster region) situŽ sur le 

chromosome 22, formant ainsi le chromosome de Philadelphie (Lozzio et al. 1975; McGahon 

et al. 1994). Les lŽsions du matŽriel gŽnŽtique peuvent cibler des g•nes impliquŽs dans la 

cancŽrogen•se comme des proto-oncog•nes, des g•nes suppresseurs de tumeurs ou dÕautres 

g•nes rŽgulant la progression du cycle cellulaire, lÕapoptose, la sŽnescence cellulaire et 

perturber certaines voies de signalisation intracellulaires en inhibant des voies 

antiprolifŽratives et en activant de mani•re constitutive les voies de signalisation des facteurs 

de croissance (par exemple, MAPK : mitogen activated protein kinase). Par ailleurs, ces 

altŽrations peuvent aussi toucher les g•nes impliquŽs dans la rŽparation de lÕADN. Le 

syndrome de Lynch, par exemple, est associŽ ˆ des mutations des g•nes MMR (mismach 

repair) impliquŽs dans la rŽparation de lÕADN (Martin et al. 2010). 
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La cancŽrogen•se peut avoir plusieurs origines. Les cellules peuvent •tre exposŽes ˆ 

des carcinog•nes chimiques comme (1) les esp•ces rŽactives de lÕoxyg•ne (H2O2, O2
-) 

gŽnŽrŽes par le mŽtabolisme cellulaire (carcinog•nes chimiques endog•nes), (2) les 

carcinog•nes gŽnotoxiques exog•nes comme le benz•ne (Cogliano et al. 2011), (3) les agents 

alkylants ou (4) les mŽtaux lourds (plomb, cadmium) (Hartwig 2010). Il peut aussi sÕagir de 

carcinog•nes physiques comme les radiations UV (ultraviolets) ou des carcinog•nes 

biologiques (viraux) (No et al. 2011). En effet, les virus peuvent comporter des oncog•nes, 

des facteurs transactivateurs de proto-oncog•nes ou des g•nes codant pour des protŽines 

inhibant des g•nes suppresseurs de tumeurs. Par ailleurs, lÕinsertion de lÕADN viral dans le 

gŽnome de la cellule-h™te peut perturber lÕexpression de g•nes suppresseurs de tumeurs 

(insertion de lÕADN viral dans le promoteur). CÕest par exemple le cas des papillomavirus qui 

sont impliquŽs dans le cancer du col de lÕutŽrus (No, Kim et al. 2011) ou encore du 

lymphome de Burkitt qui est provoquŽ par le virus dÕEpstein Barr (EBV) et conduit ˆ une 

surexpression de lÕoncog•ne c-Myc (Pulvertaft 1974). Le sarcome de Kaposi, qui est 

frŽquemment observŽ chez les personnes immunodŽprimŽes est aussi un cancer provoquŽ par 

un virus de la famille Herpes (HHV8) (Mesri et al. 2010). 

 

1.1.2  Lien entre lÕinflammation et le cancer  

 

LÕinflammation, rŽaction majeure de lÕimmunitŽ naturelle, est un mŽcanisme de 

dŽfense contre des agents pathog•nes, lÕirritation ou les lŽsions. Elle est induite par des 

bactŽries ou produits de dŽgradation de bactŽries (par exemple, les lipopeptides), de 

champignons et de virus (Kulinsky 2007). Ces produits de dŽgradation sont dŽtectŽs par des 

rŽcepteurs Toll prŽsents sur des cellules immunitaires (par exemple, les macrophages) 

(Kulinsky 2007). Leur activation va •tre responsable de lÕactivation dÕune cascade de signaux 

intracellulaires avec notamment lÕactivation du facteur de transcription NF-#B (nuclear factor 

#B) (Aggarwal 2004), des MAPK (mitogen activated protein kinase), notamment SAPK 

(stress-activated protein kinase) comme par exemple la p38MAPK. Ces signaux rŽgulent 

lÕexpression de diffŽrents g•nes cibles, comme ceux qui contr™lent lÕexpression de diffŽrentes 

cytokines pro-inflammatoires tel que le TNF" (tumor necrosis factor alpha), lÕIL-1 

(interleukine-1), lÕIL-6 (interleukine-6), le TGF-! (transforming growth factor beta) ou encore 

des facteurs de croissance mais aussi des molŽcules dÕadhŽsion (par exemple, les intŽgrines). 

Les cytokines produites ont des effets paracrines, autocrines et plŽiotropes (Figure 4). Elles 
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ont des effets importants sur les propriŽtŽs adhŽsives de lÕendothŽlium et permettent aux 

leucocytes du syst•me circulatoire dÕadhŽrer aux cellules endothŽliales, favorisant ainsi la 

diapŽd•se, un mŽcanisme permettant aux cellules immunitaires de sÕinsinuer entre les cellules 

endothŽliales pour atteindre le foyer inflammatoire. LÕinflammation fait aussi intervenir des 

chimiokines (par exemple, lÕIL-8) qui sont produites par les leucocytes et lÕendothŽlium et qui 

sont indispensables au recrutement des cellules immunitaires au niveau du site inflammatoire 

(Coussens et al. 2002). Celles-ci agissent sur les neutrophiles comme lÕIl-8, NAP (neutrophile 

activating protein), des chimiokines agissant sur les Žosinophiles (par exemple, lÕŽotaxine), 

sur les monocytes (monocyte chemotaxis protein), sur les macrophages (macrophage 

inflammatory protein) (Kulinsky 2007). Les chimiokines sont nŽcessaires ˆ la maturation et ˆ 

lÕactivation des cellules, mais aussi ˆ la diffŽrenciation des cellules immunitaires, ˆ la 

migration des cellules immunitaires vers le site infectieux, ˆ lÕangiogen•se et ˆ la production 

de collag•ne pour la rŽgŽnŽration tissulaire (Kulinsky 2007).  

LÕinflammation induit par ailleurs la production dÕautres protŽines comme la 

phospholipase-A2 (PLA2), qui est responsable de la libŽration dÕacide arachidonique (AA). 

LÕinflammation stimule aussi lÕexpression de la cyclooxygŽnase-2 (COX-2), une enzyme qui 

est responsable de la production de prostaglandines (Wang et al. 2005; Kulinsky 2007) ̂  

partir de lÕAA. COX-2 est induite par plusieurs cytokines pro-inflammatoires mais aussi 

directement par les ŽlŽments dŽclencheurs de lÕinflammation comme les bactŽries, les virus, 

les lipopolysaccharides (LPS). Les prostaglandines produites par cette enzyme jouent un r™le 

important dans la rŽponse immunitaire. (Harris et al. 2002). La prostaglandine E2 (PGE2) 

inhibe la prolifŽration des lymphocytes T. La PGE2 poss•de aussi une activitŽ inhibitrice de 

la production de cytokines pro-inflammatoires par les cellules dendritiques, comme par 

exemple lÕIL-1" ou encore le TNF#. Cependant, la PGE2 peut aussi stimuler la production 

lÕIL-10 et dÕIL-12 par les macrophages (Harris, Padilla et al. 2002). 

 

Francis Peyton Rous fut le premier ˆ reconna”tre que les cancers se dŽveloppent ˆ 

partir dÕune cellule Ç initiŽe È ayant subi des mutations lui confŽrant des propriŽtŽs 

nŽoplasiques. LÕinitiation, phase au cours de laquelle une cellule normale subit des mutations 

sous lÕeffet de carcinog•nes, est irrŽversible et peut persister dans le tissu apr•s un autre type 

de stimulation appelŽe la promotion tumorale (Figure 3). La promotion est caractŽrisŽe par la 

prolifŽration clonale des cellules initiŽes qui est due ˆ lÕexposition de ces cellules ˆ des 

promoteurs tumoraux stimulant la prolifŽration de ces cellules (par exemple, le Phorbol 12-

myristate 13-acŽtate, PMA) ˆ des hormones (par exemple, les oestrog•nes), ou bien ˆ des 
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cytokines lors dÕune situation dÕinflammation chronique (Coussens and Werb 2002; Hussain 

and Harris 2007).  

 

La relation entre cancer et inflammation chronique a ŽtŽ suggŽrŽe pour la premi•re 

fois en 1863 par Rudolph Virchow qui a observŽ la prŽsence de leucocytes dans les tissus 

cancŽreux et Žmis lÕhypoth•se que lÕinflammation chronique pouvait promouvoir le 

dŽveloppement tumoral (Balkwill and Mantovani 2001). Bien que les premi•res Žvidences 

dÕune relation entre le cancer et lÕinflammation remontent ˆ environ un si•cle, ce lien a 

seulement ŽtŽ ŽtudiŽ rŽcemment et a permis de dŽmontrer que lÕincidence de plusieurs cancers 

est associŽe ˆ une inflammation chronique, comme par exemple le cancer du c™lon, du sein, 

ou encore de la prostate (Li et al. 2001; Coussens and Werb 2002; Dennis et al. 2002 ; Howe 

2007 ). 

Le microenvironnement tumoral est peuplŽ par de nombreuses cellules immunitaires 

comme les cellules dendritiques, les lymphocytes ou les macrophages. La prŽsence de ces 

cellules dans le stroma tumoral est un autre argument en faveur dÕun lien entre lÕinflammation 

et le cancer. Ces cellules sont responsables de la libŽration de plusieurs cytokines qui jouent 

un r™le dans lÕincidence tumorale tout en stimulant la prolifŽration cellulaire et en inhibant la 

mort des cellules tumorales (Kulinsky 2007). Plusieurs Žtudes ont montrŽ le r™le de ces 

cytokines. La surexpression du TNF# par exemple dans des souris transgŽniques atteints dÕun 

cancer du poumon est corrŽlŽe ˆ une augmentation du volume et de lÕagressivitŽ tumorale 

(Suganuma et al. 1999). En temps normal, lÕinflammation est un processus rŽgulŽ et il y a 

production de cytokines anti-inflammatoires pour freiner lÕinflammation apr•s Žlimination des 

facteurs dŽclencheurs. LÕinflammation chronique serait liŽe ˆ une persistance des facteurs 

dŽclencheurs de lÕinflammation ou ˆ un dŽfaut des mŽcanismes nŽcessaires pour lÕarr•ter 

comme par exemple des cytokines anti-inflammatoires telles que lÕIL-4, lÕIL-10 ou encore 

lÕIL-13. Le TGF-! est aussi une cytokine anti-inflammatoire et immunosuppressive avec un 

effet antitumoral dans le cancer du c™lon chez lÕHomme (Howe 2007). Les cellules tumorales 

produisent aussi des cytokines et des chimiokines (par exemple, lÕIL-6) (Balkwill and 

Mantovani 2001 ; Coussens and Werb 2002 ; Fukuyama et al. 2007). Celles-ci vont attirer les 

leucocytes (neutrophiles, cellules dendritiques, macrophages, Žosinophiles, mastocytes, 

lymphocytes) qui vont infiltrer la tumeur et se trouver dans le stroma tumoral (Vakkila et al. 

2004). Les leucocytes produisent ensuite des cytokines comme lÕIL-8, le TNF", des esp•ces 

rŽactives de lÕoxyg•ne (ERO), des protŽases et des chimiokines dont le but est de renforcer la 

rŽaction inflammatoire. Ce mŽcanisme va jouer diffŽrents  r™les sur le dŽveloppement 
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tumoral. Le TNF", lÕIL-1", lÕIL-6 peuvent par exemple induire le dŽveloppement tumoral par 

induction de g•nes dŽpendant du facteur de transcription NF-#B (Suganuma, Okabe et al. 

1999; Pikarsky et al. 2004) comme par exemple la protŽine B-cell lymphoma-2 (Bcl-2), un 

facteur de survie cellulaire ou encore des g•nes de prolifŽration comme c-Myc par exemple 

(Keller et al. 2005).  

 

Les nombreuses cytokines prŽsentes dans le microenvironnement tumoral et les 

nombreuses voies de signalisation activŽes par ces cytokines conduisent ˆ une augmentation 

de lÕexpression de COX-2 (Tsatsanis et al. 2006). Comme expliquŽ prŽcŽdemment, COX-2 

joue un r™le important durant lÕinflammation. Les Žtudes menŽes sur les inhibiteurs de cette 

enzyme, notamment sur les anti-inflammatoires non stŽro•diens (AINS), ont dŽmontrŽ une 

diminution de lÕincidence de ces cancers en diminuant la prolifŽration et lÕinvasion des 

cellules tumorales (Vakkila and Lotze 2004 ; Yao et al. 2004). Des Žtudes rŽcentes ont montrŽ 

que lÕusage chronique de lÕaspirine rŽduit le risque de dŽvelopper un cancer colorectal (Fuchs 

2011; Zubiaurre et al. 2011).  

Par ailleurs, lÕutilisation dÕinhibiteurs plus spŽcifiques de COX-2 comme par 

exemple le cŽlŽcoxib (Steinbach et al. 2000) a diminuŽ lÕincidence des cancers colorectaux 

(par exemple, la Polypose AdŽnomateuse Familiale). Ces donnŽes bibliographiques ont donc 

montrŽ que les COXs jouent un r™le central dans le lien entre lÕinflammation chronique et le 

dŽveloppement tumoral. 

 

1.1.3 Les cyclooxygŽnases 

 

Les COXs (ou, prostaglandine-endoperoxyde synthase) sont des enzymes de la 

famille des myŽloperoxydases (Chandrasekharan et Simmons, 2004) impliquŽes dans le 

mŽtabolisme de lÕAA qui est libŽrŽ de la membrane plasmique par les phospholipases et 

majoritairement par la PLA2 (Gonzalez-Periz et al. 2007) (Figure 5).  
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Figure 3: Les diffŽrentes Žtapes de la cancŽrogen•se. 

LÕinitiation tumorale par des agents cancŽrog•nes est irrŽversible et peut persister dans le 

tissu apr•s la promotion qui est due ˆ lÕexposition des cellules initiŽes ˆ des molŽcules 

irritantes, ˆ des hormones, ou bien ˆ une situation dÕinflammation. Parmi les agents 

initiateurs, il y a les carcinog•nes chimiques avec notamment les EROs (H2O2, O2 
.-) issues du 

mŽtabolisme cellulaire et qui induisent un stress oxydant, mais aussi des carcinog•nes 

gŽnotoxiques exog•nes comme le benz•ne, des agents alkylants, des mŽtaux (plomb, 

cadmium). Il sÕagit dÕautre part des carcinog•nes physiques comme les radiations ionisantes 

(par exemple, les rayons ultraviolets) ainsi que des carcinog•nes viraux. Les virus peuvent 

comporter des oncog•nes, des facteurs transactivateurs de proto-oncog•nes, des g•nes codant 

pour des protŽines inhibant des g•nes suppresseurs de tumeurs. LÕinsertion dÕADN viral dans 

le gŽnome de la cellule h™te peut perturber lÕexpression de g•nes suppresseurs de tumeurs 

(insertion de lÕADN viral dans le promoteur).   
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Figure 4 : MŽcanismes simplifiŽs de lÕinflammation  

(DÕapr•s Kulinsky., 2007) 

LÕinflammation est un processus sŽquentiel: les neutrophiles sont les premi•res cellules 

recrutŽes. Puis les monocytes qui se diffŽrencient en macrophages migrent ˆ leur tour vers le 

site inflammatoire, guidŽs par les chimiokines. Les macrophages activŽs sont les principales 

sources de facteurs de croissance et de cytokines dans le microenvironnement local. Les 

mastocytes jouent Žglament un r™le important dans lÕinflammation gr‰ce ˆ la libŽration de 

mŽdiateurs comme lÕhistamine, des cytokines et des protŽases. IL: Interleukine ; LPS: 

Lipopolysaccharide ; MIP: Macrophage inflammatory protein ; TNF" : Tumor necrosis factor 

alpha. 
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Figure 5 : MŽtabolisme de lÕacide arachidonique par les cyclooxygŽnases  

(DÕapr•s Howe., 2007) 

Les COXs convertissent dans un premier temps lÕAA en endoperoxyde cyclique par leur 

fonction cyclooxygŽnase puis forment de la PGH2 gr‰ce ˆ la fonction peroxydase de 

lÕenzyme (A). La PGH2 est ensuite convertie en plusieurs prostaglandines et en thromboxanes 

par diffŽrentes synthases (B) qui jouent des r™les divers dans lÕinflammation, la fi•vre, la 

douleur ou lÕangiogen•se. 
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Figure 6 : MŽtabolisme de lÕacide arachidonique par les cyclooxygŽnases 

(DÕapr•s Howe, 2007, avec modifications) 

Les activitŽs cyclooxygŽnase et peroxydase sont interconnectŽes. COX-1 est dÕabord activŽe 

au niveau de la tyrosine 384 (COX-2 : tyrosine 371). La rŽaction aboutit ˆ la formation dÕun 

radical tyrosyle (Tyr-O.) qui met en jeu lÕh•me du site peroxydase (Fe=O). Puis le radical 

tyrosile rŽagit avec lÕacide arachidonique et conduit ˆ la formation dÕun radical trachydonyle 

qui rŽagit avec deux molŽcules dÕoxyg•ne pour former la prostaglandine G2 (PGG2). EnR : 

endoplasmic reticulum. 
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Figure 7 : Les diffŽrents rŽcepteurs des prostaglandines  

(DÕapr•s Breyer et al., 2001) 

COX-2 permet la biosynth•se de prostaglandines ˆ partir dÕAA. Ces prostaglandines agissent 

de mani•re autocrine et paracrine pour relayer leurs effets par lÕintermŽdiaire de diffŽrents 

rŽcepteurs. LÕexpression de ces diffŽrents rŽcepteurs dŽpend du type cellulaire. Les rŽcepteurs 

IP (I-series prostanoid receptor), DP (D-series prostanoid receptor), EP2, EP4 (E-series 

prostanoid receptor 2, 3, 4) provoquent une augmentation du taux dÕAMPc. Le rŽcepteur EP3 

induit une rŽduction du taux dÕAMPc. Les rŽcepteurs TP (T-series prostanoid receptor), EP1 

(E-series prostanoid 1 receptor 1) induisent une mobilisation du calcium intracellulaire. Ces 

rŽcepteurs sont appelŽs les Ç rŽcepteurs contractiles È. Les rŽcepteurs nuclŽaires activŽs par 

les prolifŽrateurs de peroxysomes (PPAR) peuvent aussi intervenir (Breyer et al. 2001). Les 

PGI2 sont capables de se lier aux PPAR$ (Breyer, Bagdassarian et al. 2001). COX-2 : 

cyclooxygŽnase-2; PGG2 : prostaglandine G2 ; PGH2 : prostaglandine H2 ; PGF2" : 

prostaglandine F2" ; prostaglandine D2 ; PGJ2 : prostaglandine J2 ; PGE2 : prostaglandine 

E2 ; PGI2 : prostaglandine I2.  
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Les COX sont des enzymes bi-fonctionnelles capables de convertir dans un premier 

temps lÕAA en endoperoxyde cyclique par sa fonction cyclooxygŽnase (ou bis-dioxygŽnase) 

puis de former ˆ partir de ce produit de la PGH2 (prostaglandine H2) par la fonction 

peroxydase de lÕenzyme (Chandrasekharan et al. 2004) (Figure 6). Puis des isomŽrases 

prŽsentes en fonction du type cellulaire permettent la synth•se de prostano•des, cÕest ˆ dire 

une classe dÕeicosano•des (molŽcules lipidiques ˆ vingt atomes de carbones) comprenant les 

prostaglandines, les thromboxanes et les prostacyclines.  

Les prostaglandines sont des molŽcules impliquŽes dans la fi•vre (PGE2), la 

douleur, lÕinflammation, la rŽgulation de la pression artŽrielle, lÕagrŽgation plaquettaire 

(PGI2) (Chandrasekharan and Simmons 2004) et jouent aussi un r™le dans la vasodilatation 

(PGD2, PGE2, PGI2), la protection de la muqueuse gastrique (PGI2), la coagulation sanguine 

(par exemple, lÕaction anticoagulante de la PGI2) (Sarkar et al. 2007). Des Žtudes ont aussi 

rŽvŽlŽ que la PGE2 induit aussi une contraction rythmique du myom•tre utŽrin et favorise 

lÕaccouchement (Maslow et al. 2004). LÕovulation est aussi accompagnŽe dÕune augmentation 

de la synth•se de prostaglandines, ce qui sugg•re une importance de ces molŽcules dans ce 

processus (Dubois et al. 1998). 

Les thromboxanes A2 (TxA2) sont impliquŽes dans lÕagrŽgation plaquettaire et la 

vasoconstriction. Les COXs sont donc des rŽgulateurs puissants de la coagulation sanguine 

(Dubois, Abramson et al. 1998). Les prostano•des synthŽtisŽs agissent localement en raison de 

leur faible stabilitŽ dÕune mani•re autocrine et paracrine (Narumiya et al. 2001). 

Les prostaglandines et les TxA2 agissent via plusieurs types de rŽcepteurs pour 

transmettre leurs effets (Figure 7). Des rŽcepteurs couplŽs ˆ des protŽines G ont ŽtŽ identifiŽs, 

comme les rŽcepteurs des prostaglandines D (DP), des prostaglandines E (EP), des 

prostaglandines F (FP), des prostaglandines I (IP) et des tromboxanes (TP) (Breyer, 

Bagdassarian et al. 2001). Ces rŽcepteurs peuvent transmettre leurs effets via une 

augmentation de la concentration dÕadŽnosine monophosphate cyclique (AMPc) qui conduit ˆ 

lÕactivation de plusieurs kinases importantes dans la prolifŽration ou la survie cellulaire (par 

exemple, les protŽines kinases A, PKA). CÕest le cas des rŽcepteurs IP, DP, EP2, EP4. Le 

rŽcepteur EP3 induit au contraire une rŽduction du taux dÕAMPc et m•ne donc ˆ une 

inhibition de PKA ou PI3K (Phosphoinositide 3-kinase) (Breyer, Bagdassarian et al. 2001). 

Les rŽcepteurs TP, FP et EP1 induisent une mobilisation du calcium intracellulaire (Harris, 

Padilla et al. 2002). Certaines prostaglandines peuvent avoir des propriŽtŽs anti-

inflammatoires. La PGJ2 est un ligand du rŽcepteur nuclŽaire activŽ par les prolifŽrateurs de 

peroxysomes (peroxisome proliferator-activated receptor delta, PPAR$) (Breyer, 



Introduction 

 16 

Bagdassarian et al. 2001), qui conduit ˆ une inhibition de la production de TNF" induite par 

le LPS (Ding et al. 2006) et donc ˆ une inhibition de lÕinflammation. Par ailleurs, le 15-

dŽsoxy-% 12, 14 - PGJ2, un mŽtabolite de la PGJ2, est capable de se lier au facteur de 

transcription PPAR& (Breyer, Bagdassarian et al. 2001). Or, il a ŽtŽ dŽmontrŽ que PPAR& 

rŽgule lÕinflammation en inhibant la synth•se de cytokines y compris le TNF" ou lÕIL1! 

(Dubuquoy et al. 2006). 

Il existe aussi un transporteur de prostaglandines de la famille des polypeptides 

transporteurs dÕanions organiques. Ce transporteur est prŽsent dans un nombre restreint de 

types cellulaires (Breyer, Bagdassarian et al. 2001). 

Les COXs sont localisŽes au niveau de la lumi•re du rŽticulum endoplasmique ainsi 

que dans lÕenveloppe nuclŽaire (Chandrasekharan and Simmons 2004). Il sÕagit dÕune famille 

dÕenzymes regroupant trois membres qui sont COX-1, COX-2 et COX-3 qui sont exprimŽs 

diffŽremment en fonction des types cellulaires et qui poss•dent des fonctions variŽes (Tableau 

1). 

1.1.3.1  COX-1  

 

La cyclooxygŽnase-1 (COX-1) est une glycoprotŽine ubiquitaire de 71 kDa codŽe 

par un g•ne localisŽ sur le chromosome 9 (PTGS1). Comme la plupart des g•nes de mŽnage, 

le promoteur de COX-1 ne comporte pas de bo”te TATA (CAAT) permettant le recrutement 

des facteurs gŽnŽraux de la transcription mais contient plusieurs sites dÕinitiation de la 

transcription riches en C et G et contenant 21 sites SP-1. COX-1 joue un r™le dans 

lÕhomŽostasie cellulaire en participant par exemple ˆ la prolifŽration cellulaire, gr‰ce ˆ la 

production de prostaglandines (PGE2). LÕexpression constitutive de COX-1 au niveau de 

lÕŽpithŽlium gastrique conduit ˆ la synth•se de PGE2 qui stimule la prolifŽration des cellules 

ŽpithŽliales et donc le renouvellement de lÕŽpithŽlium gastrique (Takeuchi 2010) et de plus 

stimule la production de mucus et diminue la production dÕacide chlorhydrique, ce qui permet 

de protŽger la paroi de lÕestomac de lÕaciditŽ (Takeuchi). Le mŽtabolisme de lÕAA par COX-1 

et la TxA2 synthase dans les plaquettes conduit ˆ la production de TxA2, qui joue un r™le 

important dans la rŽgulation de la coagulation sanguine et de la pression artŽrielle 

(Chandrasekharan and Simmons 2004). Par ailleurs, il a ŽtŽ suggŽrŽ que COX-1 participe ˆ 

lÕinflammation induite par les plaques " -amylo•des dans la maladie dÕAlzheimer (Choi et al. 

2009). 
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DÕun point de vue structural, COX-1 est composŽe dÕun domaine EGF (epithelium 

growth factor) -like formŽ de deux doubles feuillets ", dÕun domaine de liaison ˆ la membrane 

du rŽticulum endoplasmique, composŽ de quatre hŽlices " dans lequel se place lÕAA (et les 

AINS) et dÕun domaine catalytique bi-fonctionnel avec des structures alpha-hŽlico•dales et un 

motif de liaison de lÕh•me. Le site actif de lÕenzyme est composŽ dÕacides aminŽs essentiels 

nŽcessaires ˆ la fixation des ligands et ˆ lÕactivitŽ catalytique de lÕenzyme comme la tyrosine 

384 qui est importante pour la formation dÕun radical tyrosyle qui amorce la rŽaction 

cyclooxygŽnase de lÕenzyme (Howe 2007).  

 

1.1.3.2 COX-2  

 

COX-2 prŽsente 60 % dÕhomologie avec COX-1 et est inductible. Plusieurs 

cytokines pro-inflammatoires comme le TNF", lÕIL-1!, lÕIL-6 (Hinz et al. 2002), ainsi que 

des facteurs de croissance, des agents pathog•nes (par exemple, le LPS) sont capables 

dÕinduire lÕexpression de COX-2. Le g•ne de COX-2 est localisŽ sur le chromosome 1 (g•ne 

PTGS2) et prŽsente un ŽlŽment de rŽponse NF-#B dans son promoteur (Chandrasekharan and 

Simmons 2004) ainsi que dÕautres ŽlŽments de rŽponse dŽpendant de cytokines comme lÕIL-6. 

La protŽine COX-2 prŽsente les m•mes domaines que COX-1 (Chandrasekharan and 

Simmons 2004). LÕisoforme COX-2 diff•re par une extension du c™tŽ carboxy-terminal (C-

term) et par un site de liaison aux AINS plus important (Kurumbail et al. 1996). Cette 

caractŽristique permet la reconnaissance par les inhibiteurs spŽcifiques de COX-2 (par 

exemple, le cŽlŽcoxib, le rofŽcoxib, le nimŽsulide). COX-2 est exprimŽe dans les cellules liŽes 

ˆ lÕinflammation comme les monocytes ou les fibroblastes mais aussi dans les cellules 

endothŽliales o• son expression est stimulŽe continuellement par le stress de cisaillement 

induit par la circulation sanguine (White et al. 2002; Antman et al. 2005 ; Marnett 2009 ). 

COX-2 est aussi continuellement exprimŽ dans le cÏur et dans les ovaires o• lÕenzyme 

jouerait un r™le dans lÕovulation (Thill et al. 2009; Jesam et al. 2010 ).  

 

LÕexpression de COX-2 est rŽgulŽe ˆ diffŽrents niveaux. DÕabord COX-2 est rŽgulŽe 

au niveau transcriptionnel (Figure 8) gr‰ce ˆ des facteurs de croissance comme le TGF-" 

(transforming growth factor alpha) par exemple ou encore lÕEGF (epithelial growth factor) 

mais aussi des cytokines pro-inflammatoires (par exemple, lÕIL-1", le TNF"), le LPS 

(Tsatsanis, Androulidaki et al. 2006). Concernant les cytokines pro-inflammatoires, les voies 
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de signalisation intracellulaires concernŽes impliquent souvent lÕAMPc et lÕactivation de 

CREB (cAMP response element binding) sous la dŽpendance des PKAs. Pour le TNF", 

lÕactivation de COX-2 dŽpend de ERK (extracellular signal-regulated kinase ) et du facteur de 

transcription NF-#B (Tsatsanis, Androulidaki et al. 2006). LÕexpression de COX-2 est aussi 

induite par les cŽramides (famille de lipides composŽe de sphingosine et dÕun acide gras) via 

une activation du facteur NF-#B. Par ailleurs, COX-2 est aussi positivement rŽgulŽe par la 

voie Wnt/!cat et les voies de signalisation induites par les TLR (toll like receptors). Par 

ailleurs, des Žtudes ont rŽvŽlŽ que les UVB (ultratviolets B) activent lÕexpression de COX-2 

dans des cellules cancŽreuses en induisant la kinase JNK (c-Jun N-terminal Kinase) 

(Tsatsanis, Androulidaki et al. 2006). Le stress de cisaillement provoquŽ par la circulation 

sanguine est responsable dÕune induction de lÕexpression de COX-2 dans les cellules 

endothŽliales (Antman, DeMets et al. 2005). LÕexpression constante de COX-2 permet la 

synth•se de PGI2, qui emp•che lÕagrŽgation plaquettaire et qui a dÕautre part un effet 

vasodilatateur, favorisant ainsi la circulation sanguine. LÕeffet des PGI2 est ŽquilibrŽ par 

lÕaction des plaquettes, o• lÕexpression constitutive de COX-1 permet la synth•se de TxA2, 

permettant une vasoconstriction (Wong et al. 2010) et stimulant la coagulation (Steffel et al. 

2006). 

 

COX-2 est Žgalement rŽgulŽe de mani•re post-transcriptionnelle (Tsatsanis, 

Androulidaki et al. 2006) par une rŽgulation de la stabilitŽ de lÕARNm de COX-2. En effet, 

lÕARNm de COX-2 contient un ŽlŽment ARE (AU-rich element) au niveau de la rŽgion 3ÕNT 

(non traduite) de son ARNm. Il sÕagit dÕune rŽgion qui est la cible de protŽines de la famille 

AUBP (AU-binding proteins) qui comprennent des protŽines qui rŽgulent la stabilitŽ de 

lÕARNm cible mais aussi sa traduction en protŽine (Audic et al. 2004). Pour COX-2, la 

protŽine HuR (human antigen R) se fixe sur cet ŽlŽment pour augmenter la stabilitŽ de 

lÕARNm (Cerella et al. 2010). La demi-vie de lÕARNm est ainsi augmentŽe. La protŽine TTP 

(tristetraproline), quant ˆ elle, conduit ˆ une dŽgradation rapide de lÕARNm de COX-2 

(Young et al. 2009). 

De plus, lÕARNm de COX-2 peut •tre la cible de microARNs (miRs), de petits ARN 

non-codants dÕenviron 22 nuclŽotides qui se fixent de mani•re complŽmentaire ˆ lÕARN cible 

et qui rŽgulent leur stabilitŽ et leur traduction. Pour lÕARNm de COX-2, plusieurs miRs ont 

ŽtŽ dŽcrits. miR-101 par exemple diminue la traduction de lÕARNm de COX-2 dans des 

lignŽes cellulaires de cancer du c™lon (Strillacci et al. 2009). Par ailleurs, miR-26b joue un 
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r™le similaire dans des carcinomes du nasopharynx (cellules CNE). En effet, la transfection de 

ces cellules avec miR-26b conduit ˆ une diminution de lÕexpression de COX-2. LÕŽtude a 

aussi rŽvŽlŽ que le site ciblŽ se trouve dans la rŽgion 3ÕNT de lÕARNm de COX-2 (Ji et al.). 

Finalement, COX-2 est rŽgulŽe de mani•re post-traductionnelle. La protŽine COX-2 

poss•de 4 sites de N-glycosylation (Nemeth et al. 2001). Au niveau de lÕasparagine 594 

(Asn594) sur une sŽquence de 19 acides aminŽs de la rŽgion  C-term, la glycosylation joue un 

r™le important dans la dŽgradation de la protŽine par le protŽasome 26S (Mbonye et al. 2006 ; 

Mbonye et al. 2009). Une Žtude a ainsi montrŽ que des mutations dans cette sŽquence 

inhibent la N-glycosylation de lÕasparagine 594 et la dŽgradation de COX-2 via le protŽasome 

26S (Mbonye, Wada et al. 2006). A lÕinverse, lÕinsertion de la sŽquence au niveau de la 

rŽgion C-term de COX-1 conduit ˆ sa dŽgradation. Le processus par lequel des N-

glycoprotŽines sont retirŽes du rŽticulum endoplasmique pour leur dŽgradation par le 

protŽasome sÕappelle Ç ERAD È (endoplasmic reticulum-associated degradation). La N-

glycosylation en Asn594 de COX-2 est importante pour lÕinitiation de sa dŽgradation par ce 

syst•me.  

Il existe Žgalement une voie dÕinactivation suicide de lÕactivitŽ de COX-2 pendant la 

catalyse enzymatique (Spencer et al. 1999; Smith et al. 2000 ). Ce mŽcanisme nŽcessite la 

formation de radicaux tyrosyles au cours des activitŽs cyclooxygŽnase et peroxydase de 

lÕenzyme. LÕinactivation de lÕenzyme est accompagnŽe de changements de la structure du site 

catalytique des COXs avec une meilleure exposition des rŽsidus histidines. LÕhypoth•se 

Žmanant de cette dŽcouverte a ŽtŽ quÕun tel changement de conformation pourrait sensibiliser 

COX-2 afin de permettre sa dŽgradation par le syst•me ERAD. Cependant ce lien nÕa pas 

encore ŽtŽ dŽmontrŽ.  

Par ailleurs, une deuxi•me voie de dŽgradation de COX-2 a ŽtŽ rŽcemment identifiŽe. 

Cette voie est actuellement peu connue mais semble indŽpendante de la dŽgradation par le 

protŽasome 26S ou les lysosomes et semble succŽder ˆ lÕinactivation suicide de COX-2 

(Mbonye et al. 2008). Ce mode de dŽgradation a ŽtŽ identifiŽ gr‰ce aux inhibiteurs de COX-2 

dans des fibroblastes (NIH/3T3). En effet, la dŽgradation de COX-2 est retardŽe par ces 

inhibiteurs (aspirine, flurbiprof•ne, NS-398) (Mbonye and Song 2009) suggŽrant ainsi quÕun 

site catalytique fonctionnel est nŽcessaire pour initier ce type de dŽgradation. Ces donnŽes ont 

ŽtŽ renforcŽes par le fait que lÕadministration exog•ne dÕAA dans les cellules HEK293 

(cellules rŽnales embryonnaires humaines), qui nÕexpriment pas la phospholipase A2 conduit 

ˆ une dŽgradation rapide de COX-2 (Reddy et al. 1994).  

  



Introduction 

 20 

Tableau 1 : CaractŽristiques des membres de la famille cyclooxygŽnase. 

(DÕapr•s Chandrasekharan et al, 2004)  

Ce tableau rŽcapitule les principales caractŽristiques des trois membres de la famille COX, 

comme la localisation du g•ne, le mode dÕexpression, le poids molŽculaire de la protŽine ainsi 

que sa localisation intracellulaire et sa fonction. 

  

COX-1 

 

COX-2 

 

COX-3 

 

Nom du g•ne 

 

PTGS1 

 

PTGS2 

 

PTGS1 

 

Localisation du g•ne 

 

Chr.9 

 

Chr.1 

 

Chr.9 

 

Expression 

 

constitutive 

 

inductible 

 

constitutive 

 

Poids molŽculaire de la 

protŽine 

 

71kDa 

 

72kDa 

 

65kDa 

 

Localisation 

intracellulaire  

 

Membrane, 

RŽticulum 

endoplasmique 

 

RŽticulum endoplasmique, 

membrane, cytoplasme 

 

Membrane, 

RŽticulum 

endoplasmique 

Expression tissulaire  

Ubiquitaire  

Monocytes, macrophages, cellules 

tumorales, fibroblastes, cellules 

endothŽliales 

Expression constitutive dans le 

cÏur, les ovaires et lÕutŽrus 

 

 

cerveau 

 

Fonction physiologique 

 

Maintien des 

fonctions 

homŽostatiques  

 

Neuroinflammation 

 

Inflammation,  

fi•vre et douleur 

Ovulation, accouchement 

 

Maintien des fonctions 

homŽostatiques (pression 

artŽrielle, coagulation) 

 

 

 

Fi•vre, douleur 
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Figure 8 : Voies de signalisation rŽgulant lÕexpression de COX-2 

(DÕapr•s Tsatsanis et al., 2006, avec modifications) 

LÕexpression de COX-2 est rŽgulŽe au niveau transcriptionnel par diffŽrentes voies de 

signalisation mettant en jeu des facteurs de croissance, des cytokines, des agents pathog•nes, 

les UVB. La figure reprŽsente quelques exemples de voies de signalisation impliquŽes dans 

lÕexpression de COX-2. COX-2 est aussi rŽgulŽe de mani•re post-transcriptionnelle. La 

protŽine HuR influence la stabilitŽ de lÕARNm de COX-2 (Tsatsanis, Androulidaki et al. 

2006). !cat : ! catŽnine ; TLR : toll like receptor ; p38 MAPK : p38 mitogen activated protein 

kinase ; cAMP : cyclic adenosin monophosphate ; JNK : c-jun N-terminal kinase ; PI3K : 

phosphatidyl inositol 3 kinase ; GPCR : G protein-coupled receptor ; NF!B : nuclear factor # 

B ; GFR : growth factor receptor ; NO : nitric oxide ; PKA : protein kinase A ; PKC : protein 

kinase C ; ARE : AU-rich element ; EGF : epithelial growth factor ; IGF : insulin growth 

factor ; TGF : transforming growth factor ; MMP : matrix metalloproteinase ; CRE : C AMP 

responsive element ; CREB : C AMP responsive element binding ; C/EBP : 

CCAAT/enhancer binding protein ; IKK : I!B kinase ; I!B : inhibiteur de ! B  ; TRAF 6 : 

TNF receptor associated factor 6 ; IFN : interferon ; Il : interleukin ; ERK : extracellular 

signal-regulated kinase ; NFIl-6 : nuclear factor for Il-6 ; MyD88 : myeloid differentiation 

primary response gene ; Src : Sarcoma tyrosine kinase.  
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Dans ce mod•le, il a ŽtŽ aussi montrŽ que lÕadministration dÕAA conduit ˆ une 

inactivation du site catalytique (Mbonye, Yuan et al. 2008). Le mŽcanisme passerait donc par 

un changement de conformation inhibant le site catalytique de COX-2 puis ˆ la dŽgradation 

de la protŽine indŽpendamment du protŽasome 26S.  

LÕactivitŽ enzymatique de COX-2 peut aussi •tre rŽgulŽe. Le monoxyde dÕazote, une 

molŽcule abondamment produite pendant lÕinflammation et ayant une forte affinitŽ pour 

lÕh•me de COX-2, stimule son activitŽ catalytique (S-nitrosylation) (Tsatsanis, Androulidaki 

et al. 2006). LÕactivitŽ de COX-2 peut aussi •tre rŽgulŽe par phosphorylation. En effet, dans 

des cellules endothŽliales de neuroblastomes, il a ŽtŽ dŽmontrŽ que la phosphorylation de 

COX-2 au niveau de rŽsidus tyrosine conduit ˆ une augmentation de son activitŽ catalytique 

(Parfenova et al. 1998). 

Plusieurs Žtudes ont montrŽ que lÕexpression de COX-2 est aussi rŽgulŽe par des 

mŽcanismes ŽpigŽnŽtiques (Ma et al. 2004). Les modifications ŽpigŽnŽtiques sont des 

modifications transmissibles et rŽversibles de lÕexpression des g•nes sans modification du 

code gŽnŽtique. Il sÕagit de modifications de lÕADN comme la mŽthylation des ”lots CpG 

(cytosine-phosphodiester bond-guanine), des rŽgions situŽes dans les promoteurs de 

nombreux g•nes et constituŽes de dim•res C-G (cytosine-guanine) mais aussi des 

modifications des protŽines permettant la compaction de lÕADN dans le noyau, comme les 

histones (composant les nuclŽosomes) (Jaenisch et al. 2003). La mŽthylation de lÕADN au 

niveau des ”lots CpG est un mŽcanisme qui permet lÕextinction de lÕexpression dÕun g•ne 

(Jaenisch and Bird 2003). Par ailleurs, les histones peuvent subir diffŽrentes modifications 

comme des acŽtylations qui sont responsables dÕune dŽcondensation de lÕADN. LÕacc•s des 

facteurs de transcription ˆ leurs g•nes cibles est alors facilitŽ. Par contre, les dŽsacŽtylations 

des histones vont provoquer une compaction de lÕADN au niveau des histones modifiŽs, 

diminuant ainsi lÕacc•s des facteurs de transcription aux g•nes (Jaenisch and Bird 2003). Il 

existe dÕautres types de modifications des histones. Ce sont par exemple les mŽthylations sur 

des rŽsidus lysines qui sont responsables dÕune inhibition de la transcription. Les mŽcanismes 

ŽpigŽnŽtiques sont sous la dŽpendance dÕenzymes spŽcifiques. Ainsi la mŽthylation des ”lots 

CpG est assurŽe par des enzymes capables de transmettre un groupement mŽthyle, appelŽes 

DNMT (DNA methyl-transfŽrase). Pour les acŽtylations/dŽsacetylations des histones, ce sont 

les HAT (histone acetyl-transfŽrase), les HDACs (histone deacetylase) qui vont intervenir. 

Une Žtude o• des cellules tumorales de cancers du sein exprimant COX-2 (lignŽes 

cellulaires 66.1, 410.4, 168) et nÕexprimant pas COX-2 (lignŽe cellulaire 410) ont ŽtŽ greffŽes 

ˆ des souris syngŽniques, a rŽvŽlŽ que lÕexpression de COX-2 est corrŽlŽe au niveau de la 
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mŽthylation du promoteur de COX-2 puisque les tumeurs dŽrivŽes des cellules tumorales 

nŽgatives pour COX-2 prŽsentent une mŽthylation aberrante du promoteur (Ma, Yang et al. 

2004). LÕexpression de COX-2 peut •tre restaurŽe par traitement des cellules avec la 5-Aza- 

dŽsoxycytidine, un agent dŽmŽthylant. LÕexpression de COX-2 est corrŽlŽe ˆ un potentiel 

mŽtastatique plus important dans cette Žtude. Ces donnŽes sugg•rent que le promoteur de 

COX-2 est dŽmŽthylŽ pendant la progression tumorale. Des mŽthylations aberrantes du 

promoteur de COX-2 au niveau des ”lots CpG ont ŽtŽ observŽes dans dÕautres types de 

cancers comme le cancer du c™lon par exemple (Toyota et al. 2000). 

 

1.1.3.3 COX-3  

 

COX-3 a ŽtŽ dŽcrite pour la premi•re fois dans des tissus canins (Kis et al. 2003). La 

protŽine est codŽe par le g•ne COX-1 (PTGS1). La diffŽrence entre COX-1 et COX-3 rŽside 

dans le fait que lÕintron 1 de lÕARNm de COX-3 nÕest pas ŽpissŽ (Chandrasekharan et al. 

2002). COX-3 est surtout exprimŽe dans le cerveau, le coeur et la moelle Žpini•re (Kis, Snipes 

et al. 2003; Chandrasekharan and Simmons 2004; Sarkar, Adsule et al. 2007 ). Actuellement, 

le r™le de COX-3 nÕest pas encore dŽfini mais il a ŽtŽ suggŽrŽ que lÕacŽtaminoph•ne 

(paracŽtamol) est un inhibiteur sŽlectif de COX-3 (Chandrasekharan, Dai et al. 2002), 

suggŽrant un r™le de COX-3 dans la sensibilitŽ ˆ la douleur. Cependant, lÕhypoth•se est 

controversŽe puisque dÕautres Žtudes ont dŽcrit une capacitŽ de ce composŽ ˆ inhiber COX-2 

(Hinz et al. 2008), rendant ainsi lÕŽlucidation du r™le de COX-3 difficile. 

 

1.1.4 COX-2 et cancer 

 

LÕutilisation des AINS, des substances inhibant les COXs et dÕinhibiteurs 

spŽcifiques de COX-2 (par exemple, le cŽlŽcoxib, le rofŽcoxib) est associŽe ˆ une diminution 

de lÕincidence de plusieurs maladies dont le cancer, la polyarthrite rhumato•de, la maladie 

dÕAlzheimer (Dubois, Abramson et al. 1998 ; Ristimaki 2004). Ce lien est particuli•rement 

bien dŽcrit pour les cancers solides comme le cancer du c™lon (Sheng et al. 1997 ; Li, Wu et 

al. 2001) ou le du cancer du sein par exemple o• COX-2 est surexprimŽe (Secchiero et al. 

2005; Howe 2007 ). 
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Une surexpression de COX-2 a pu •tre observŽe dans plusieurs types de cancers 

comme par exemple le cancer colorectal, pancrŽatique, du poumon. La surexpression de 

COX-2 est corrŽlŽe avec un mauvais pronostic (Dubois, Abramson et al. 1998; Cao et al. 

2002; Ristimaki et al. 2002; Secchiero, Barbarotto et al. 2005). Une surexpression de COX-2 

a ŽtŽ aussi observŽe dans des cancers hŽmatologiques comme par exemple dans la lignŽe 

cellulaire RAJI (lymphome de Burkitt) ou U937 (leucŽmie myŽlo•de aigu‘ promonocytaire) 

(Nakanishi et al. 2001 ; Wun et al. 2004) mais aussi dans des cellules provenant de patients 

(Wun, McKnight et al. 2004; Secchiero, Barbarotto et al. 2005 ). Cette surexpression pourrait 

signifier que COX-2 puisse jouer un r™le tr•s important dans la promotion tumorale en 

induisant la prolifŽration des cellules tumorales, en rŽduisant la mort cellulaire programmŽe et 

en diminuant lÕefficacitŽ des thŽrapies anti-cancŽreuses (chimiothŽrapie, radiothŽrapie, 

thŽrapie photodynamique) (Philip et al. 2004; Palayoor et al. 2005; Chan et al. 2007; Johnson 

et al. 2008; Zrieki et al. 2008) mais aussi en induisant lÕangiogen•se tumorale et le 

dŽveloppement de mŽtastases en inhibant lÕano•kis, cÕest-ˆ-dire lÕapoptose induite par perte 

dÕadhŽrence des cellules (Choi et al. 2005). LÕinduction de COX-2 est associŽe ˆ une forte 

production de PGE2. Les PGE2 jouent un r™le important dans la prolifŽration cellulaire, la 

mort cellulaire et lÕinvasion des cellules tumorales. Les PGE2 agissent de mani•re autocrine 

et paracrine par des rŽcepteurs (EP1, EP2, EP3, EP4) ˆ sept domaines transmembranaires de 

type rhodopsine, couplŽs ˆ une protŽine G. Ces rŽcepteurs sont associŽs ˆ des voies de 

signalisation diffŽrentes. Ainsi, le rŽcepteur EP1 agit en activant la voie phospholipase C 

(PLC)/inositol triphosphate (IP3), conduisant ˆ une mobilisation intracellulaire du calcium. 

Les rŽcepteurs EP2 et EP4 sont couplŽs ˆ des protŽines G stimulatrices qui activent 

lÕadŽnylate cyclase, conduisant ainsi ˆ une augmentation du taux dÕAMPc qui ˆ son tour 

active plusieurs voies de signalisation responsables dÕune augmentation de la prolifŽration 

cellulaire (Grossmann 2002). Le rŽcepteur EP3 est couplŽ ˆ une protŽine G inhibitrice (Gi). 

LÕactivation de ce rŽcepteur conduit ˆ une inhibition de lÕadŽnylate cyclase et donc ˆ une 

diminution du taux dÕAMPc intracellulaire (Breyer, Bagdassarian et al. 2001). LÕexpression 

diffŽrentielle de ces rŽcepteurs en fonction du type cellulaire explique les effets divers et 

antagonistes de la PGE2 dŽjˆ dŽcrits dans la littŽrature. 

Le lien entre COX-2 et cancer est surtout dŽcrit dans le cas des tumeurs adhŽrentes 

mais est actuellement peu connu dans le cas des cancers hŽmatologiques comme les 

leucŽmies et les lymphomes. Pour le cancer colorectal, il a ŽtŽ dŽmontrŽ que la PGE2 est la 

prostaglandine la plus produite durant la cancŽrogen•se (Boughton-Smith et al. 1983). Par 

ailleurs, le taux de prostaglandines est corrŽlŽ ˆ la taille de la tumeur lors dÕune polypose 
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adŽnomateuse familiale (Yang et al. 1998), suggŽrant ainsi un lien entre la croissance 

tumorale et la production de PGE2. DÕautre part, la PGE2 poss•de une capacitŽ ˆ inhiber 

lÕapoptose des cellules tumorales du cancer du c™lon. Il a ŽtŽ ainsi publiŽ que la PGE2 peut 

induire lÕexpression de Bcl-2, une protŽine anti-apoptotique, dans les cellules 

dÕadŽnocarcinome HCA-7 (Sheng et al. 1998). Dans cette m•me Žtude, une modulation des 

MAPKs prŽcŽdant lÕaugmentation de Bcl-2 a ŽtŽ dŽcrite (Sheng, Shao et al. 1998). La 

capacitŽ des PGE2 ˆ moduler la progression tumorale a Žgalement ŽtŽ documentŽe dans 

dÕautres mod•les comme les cellules humaines HT-29 de cancer du c™lon. Dans ce type 

cellulaire, les PGE2, via les rŽcepteurs de type EP4, augmentent le taux intracellulaire 

dÕAMPc (Doherty et al. 2009). Les PGE2 sont par ailleurs capables de transactiver le 

rŽcepteur de lÕEGF (EGFR : epithelial growth factor receptor) en provoquant la libŽration 

dÕamphirŽguline, un ligand du rŽcepteur de lÕEGF (Damstrup et al. 1999). LÕŽtude a montrŽ 

que lÕutilisation dÕun inhibiteur sŽlectif de COX-2, le SC-236, inhibe la prolifŽration des 

cellules HT-29 et que cet effet inhibiteur est amplifiŽ en le combinant avec un anticorps 

neutralisant lÕamphirŽguline (Doherty, Byrne et al. 2009). La transduction de lÕEGFR par les 

PGE2 peut conduire ˆ lÕactivation dÕautres kinases comme Akt, une kinase importante pour la 

survie cellulaire (She et al. 2005). Ce lien a notamment ŽtŽ publiŽ dans une Žtude de Tessner 

et al dans laquelle les cellules HCT-116 traitŽes par de la 16,16 dimŽthyl PGE2 (dmPGE2) 

rŽsistent ˆ lÕapoptose induite par des radiations. Cet effet est liŽ ˆ la phosphorylation de PKB 

(protŽine kinase B) consŽcutive ˆ lÕactivation des rŽcepteurs EP2 par les dmPGE2 (Tessner et 

al. 2004). LÕactivation de PKB inhibe lÕactivation de Bad  (Bcl-2-associated death), la 

translocation ˆ la mitochondrie nŽcessaire ˆ lÕactivation de Bax (Bcl-2-associated X protein), 

une protŽine pro-apoptotique (Burlacu 2003). La PGE2 peut aussi activer la kinase Src 

(sarcoma kinase) comme lÕa montrŽ une Žtude de Yamaki et al (2004) (Yamaki et al. 2004) 

sur des cellules A549 qui expriment le rŽcepteur EP3. LÕactivation de Src conduit ˆ 

lÕactivation de STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3), un facteur de 

transcription qui rŽgule lÕexpression de la cycline D1, une protŽine importante pour le 

dŽroulement du cycle cellulaire, notamment lors de la transition G1/S du cycle cellulaire Par 

ailleurs, STAT3 a un effet anti-apoptotique en transactivant lÕexpression de Bcl-xL (B-cell 

lymphoma-extra large), une protŽine anti-apoptotique (Billen et al. 2008).  

Le cancer du poumon ˆ petites cellules est souvent associŽ ˆ une mutation de Ras, 

une petite protŽine G, essentielle ˆ la voie des MAPKs. Cette mutation est corrŽlŽe ˆ un 

pronostic dŽfavorable (Bos 1989) et conduit alors ˆ une induction de lÕexpression de COX-2 

et ainsi ˆ une forte production de PGE2 (Tsatsanis, Androulidaki et al. 2006). La PGE2 
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favorise la prolifŽration de ces cellules tumorales comme il lÕa ŽtŽ publiŽ pour la lignŽe 

cellulaire A549 dÕadŽnocarcinome du poumon par activation de la voie Ras (Yano et al. 

2002). La voie des MAPKs est impliquŽe dans la prolifŽration cellulaire en activant plusieurs 

oncog•nes comme c-Myc par exemple (Junttila et al. 2008). 

Plusieurs Žtudes ont montrŽ que les PGE2 jouent un r™le dans lÕinvasion tumorale. 

En effet, une Žtude de Ma et al a montrŽ que les PGE2 induisent la formation de mŽtastases 

(Ma et al. 2006). Une autre Žtude a montrŽ que la PGE2 m•ne ˆ la synth•se de VEGF 

(vascular endothelial growth factor), un important promoteur de lÕangiogen•se (Majima et al. 

2000). 

Toutes ces Žtudes sugg•rent que COX-2, de par son effet promoteur de tumeurs, est 

une bonne cible en thŽrapie anti-cancŽreuse. LÕeffet pro-tumoral des PGE2 dŽpend du type 

cellulaire et du niveau dÕexpression des diffŽrents rŽcepteurs. Les voies de signalisation 

impliquant les rŽcepteurs EP, de m•me que leurs r™les et leurs mŽcanismes dÕexpressions, ne 

sont pas encore compl•tement ŽlucidŽs et restent ˆ •tre caractŽrisŽs avant une Žventuelle 

application clinique.  

1.1.5 Les inhibiteurs synthŽtiques et naturels de COX-2 

1.1.5.1 Les inhibiteurs synthŽtiques de COX-2 

 

COX-2 est la cible des AINS (Cao and Prescott 2002) (par exemple, 

lÕindomethacine, le flurbiprof•ne) et dÕinhibiteurs spŽcifiques (par exemple, le rofŽcoxib, le 

cŽlŽcoxib, lÕŽtoricoxib). Ces anti-inflammatoires sont pour la plupart des inhibiteurs 

compŽtitifs de COX-2. COX-2 prŽsente une extension du c™tŽ C-term et un site de liaison aux 

AINS plus important (Kurumbail, Stevens et al. 1996) qui permet la reconnaissance 

spŽcifique de COX-2 par les inhibiteurs spŽcifiques (Figure 9). LÕun des premiers AINS ˆ 

avoir ŽtŽ dŽcouvert est lÕacide acŽtylsalicylique (aspirine), qui a ŽtŽ isolŽ en 1829 (Kopp et al. 

1994; Green 2001). LÕaspirine est capable dÕacŽtyler le site actif de COX sur un rŽsidu sŽrine 

qui conduit ˆ une inhibition irrŽversible (Green 2001). Les AINS (ibuprof•ne, aspirine, 

ketoprof•ne) (Tableau 2) sont capables dÕinhiber COX-2 mais ces substances sont aussi 

capables dÕinhiber COX-1 (Green 2001) et gŽn•rent ainsi des effects secondaires indŽsirables 

comme une altŽration de la muqueuse gastrique. Des probl•mes rŽnaux ont aussi ŽtŽ mis en 

Žvidence suite ˆ lÕutilisation des AINS qui provoquent une rŽtention de sodium et la 

formation dÕoed•mes.   
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Tableau 2 : Classification des inhibiteurs de COXs 

(DÕapr•s Sobolewski et al., 2010 , avec modifications) 

Les inhibiteurs de COX-2 peuvent •tre sŽparŽs en trois catŽgories. Il y a tout dÕabord les anti-

inflammatoires non stŽro•diens classiques (en vert) qui sont capables dÕinhiber lÕactivitŽ de 

COX-1 et de COX-2. Puis, il y a les inhibiteurs spŽcifiques de COX-2, qui nÕinhibent que 

lÕactivitŽ de COX-2 (en bleu). Enfin, il y a le nimŽsulide et le mŽloxicam qui sont souvent 

dŽsignŽs comme inhibiteurs prŽfŽrentiels de COX-2 (en gris) en raison de leur capacitŽ ˆ 

inhiber COX-1 mais que pour les plus fortes posologies recommandŽes. 
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Figure 9 : Mode dÕaction des AINS 

(DÕapr•s Kurumbail et al, 1996, avec modifications) 

LÕenzyme COX-2 prŽsente une extension supplŽmentaire par rapport ˆ COX-1 du c™tŽ C-term 

qui est responsable de la spŽcificitŽ des inhibiteurs spŽcifiques de COX-2 (par exemple, le 

cŽlŽcoxib ou le rofŽcoxib). LÕextension C-term existe pour COX-1, mais elle ne permet pas la 

fixation des inhibiteurs spŽcifiques de COX-2 car elle nÕest pas accessible. Cette Ç poche È est 

accessible aux inhibiteurs spŽcifiques de COX-2 en raison dÕune substitution dÕune isoleucine 

par une valine en position 523. Les AINS classiques (par exemple, lÕibuprof•ne ou le 

kŽtoprof•ne) ont la capacitŽ de se fixer sur les deux isoformes de COX. LÕinhibition de COX-

1 sÕaccompagne dÕeffets dŽlŽt•res : ulc•res, probl•mes cardiovasculaires. 

  



Introduction 

 29 

Par ailleurs, les inhibiteurs de COX-2 diminuent la filtration glomŽrulaire et 

provoquent une hypertension (Antman, DeMets et al. 2005). Des Žtudes ont finalement mis en 

Žvidence un risque dÕinsuffisance cardiaque suite ˆ la prise dÕAINS classiques (Hudson et al. 

2007). DÕautres anti-inflammatoires non-stŽro•diens sont plus spŽcifiques de COX-2 comme 

le nimŽsulide par exemple. 

Comme lÕinhibition de COX-1 par des AINS Žtait responsable de nombreux effets 

secondaires, des Žtudes ont ŽtŽ menŽes pour trouver dÕautres substances nÕayant que la 

capacitŽ dÕinhiber COX-2. Ainsi, dÕautres anti-inflammatoires non-stŽro•diens de la classe des 

Ç Coxibs È ayant cette capacitŽ ont ŽtŽ mis sur le marchŽ en 1999 (cŽlŽcoxib et rofŽcoxib) 

(Tableau 2). Cependant des effets secondaires de cette famille de mŽdicament ont ŽtŽ dŽcrits y 

compris les complications cardiovasculaires associŽes ˆ un usage chronique (Hudson, Rahme 

et al. 2007). Des Žtudes ont rŽvŽlŽ que ces effets sont causŽs par lÕinhibition sŽlective de 

COX-2. En effet, lÕexpression de COX-2 est stimulŽe par le stress de cisaillement imposŽ par 

la circulation sanguine au niveau des cellules endothŽliales. LÕinduction de COX-2 conduit 

dans les cellules ˆ une production de PGI2 ayant un pouvoir anticoagulant et vasodilatateur. 

Ces effets permettent de contre-balancer la production de TxA2 par les plaquettes et ainsi 

favorisent la circulation sanguine (Antman, DeMets et al. 2005). LÕinhibition compl•te de 

COX-2 conduit donc ˆ un dŽsŽquilibre de cette balance et ainsi ˆ une dominance de lÕeffet des 

plaquettes. LÕaugmentation du ratio TxA2/PGI2 conduit alors ˆ une agrŽgation plaquettaire et 

une vasoconstriction. Par ailleurs, lÕinhibition de COX-2 conduit ˆ une accumulation dÕAA 

qui sera alors disponible pour dÕautres voies mŽtaboliques. CÕest notamment le cas de la 

lipoxygŽnase qui convertit lÕAA en leucotri•nes. Parmi celles-ci, les leucotri•nes B4 (LTB4) 

inhibent la prostacycline synthase (PGI2 synthase), accentuant dÕautant plus le dŽsŽquilibre 

TxA2/PGI2 (Marnett 2009). Ainsi, le rofŽcoxib et le valdŽcoxib ont ŽtŽ retirŽs du marchŽ ˆ 

cause dÕun risque accru dÕinfarctus du myocarde (Grosch et al. 2006). Ces effets secondaires 

sugg•rent une attention particuli•re concernant lÕutilisation des autres composŽs de la m•me 

famille et ouvrent la discussion sur les bŽnŽfices de ces molŽcules comparŽs ˆ leurs risques. 

LÕutilisation de mŽthodes alternatives pour inhiber COX-2, comme par exemple lÕinterfŽrence 

par lÕARN en utilisant des vecteurs (par exemple, les adŽnovirus), a ŽtŽ suggŽrŽe par Strillacci 

et al (Strillacci et al. 2006) et Chan et al (Chan, Wong et al. 2007). 

DÕautres molŽcules sont aussi capables dÕinhiber spŽcifiquement COX-2. Parmi ces 

substances se trouvent des molŽcules utilisŽes comme outils en recherche comme le SC-558 

(Kurumbail, Stevens et al. 1996), DUP-697 (Peng et al. 2008), le SC-58125 (Sheng, Shao et 

al. 1997), le NS-398 (Yao, Lam et al. 2004) par exemple. Pour certains, lÕinhibition de COX-



Introduction 

 30 

2 est irrŽversible comme le NS-398 qui induit un changement de conformation de COX-2 

(Kurumbail, Stevens et al. 1996).  

 

Des Žtudes rŽcentes ont cependant suggŽrŽ que les inhibiteurs de COX-2 augmentent 

les risques dÕaccidents cardiovasculaires que chez des patients ayant dÕautres probl•mes 

comme par exemple de lÕhypertension ou encore des probl•mes liŽs au mŽtabolisme lipidique 

comme par exemple lÕathŽrosclŽrose (White, Faich et al. 2002). Ces donnŽes sugg•rent que 

lÕutilisation des inhibiteurs de COX-2 doit •tre limitŽe aux patients qui prŽsentent de faibles 

risques de troubles cardiovasculaires. Une telle population pourrait •tre identifiŽ ˆ lÕaide de 

biomarqueurs (Chaiamnuay et al. 2006). LÕune des perspectives facilitant lÕutilisation des 

inhibiteurs de COX-2 serait donc lÕidentification de ces biomarqueurs afin de dŽfinir le risque 

biologique individuel et de limiter lÕutilisation de ces molŽcules aux personnes appropriŽes. 

Une telle approche pourrait avoir des implications thŽrapeutiques et chimioprŽventives 

importantes, particuli•rement pour le cancer du c™lon. 

Les effets secondaires sont liŽs ˆ lÕinhibition de lÕactivitŽ enzymatique de COX-2 

et/ou de COX-1. Ainsi des analogues dÕinhibiteurs de COX-2 nÕayant pas la capacitŽ 

dÕinhiber COX-2 ont ŽtŽ dŽveloppŽs. Dans ce sens, le 2,5-dimethyl-cŽlŽcoxib (DMC), un 

analogue du cŽlŽcoxib a ŽtŽ ŽtudiŽ (Dent et al. 2005 ; Kardosh et al. 2005 ; Schonthal 2006) 

et ce composŽ prŽsente des propriŽtŽs antitumorales plus importantes que le cŽlŽcoxib et agit 

ˆ des concentrations plus faibles (Dent, Yacoub et al. 2005 ; Kardosh, Wang et al. 2005 ; 

Schonthal 2006). 

Il a aussi ŽtŽ suggŽrŽ que les antagonistes des rŽcepteurs EP pourraient substituer les 

inhibiteurs classiques de COX-2. Cet argument est renforcŽ par des Žtudes montrant que les 

antagonistes des rŽcepteurs EP peuvent diminuer la prolifŽration cellulaire et lÕinvasion 

tumorale dans diffŽrents mod•les (Amano et al. 2003 ; Ma, Kundu et al. 2006; Doherty, 

Byrne et al. 2009 ). Une telle stratŽgie pourrait donc •tre plus spŽcifique pour inhiber lÕeffet 

des prostaglandines et ainsi limiter les effets secondaires observŽs avec les AINS. 

 

1.1.5.2 Les inhibiteurs naturels de COX-2 

 

Plus rŽcemment, lÕutilisation de produits naturels ayant la capacitŽ dÕinhiber 

lÕexpression de COX-2 a ŽtŽ suggŽrŽe dans plusieurs Žtudes (Cerella, Sobolewski et al. 2010). 

En effet, une Žtude de Bhui et al (Bhui et al. 2009) a montrŽ que la bromŽlaine, un composŽ 
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prŽsent dans lÕananas conduit ˆ une inhibition de lÕexpression de COX-2 via une inhibition de 

la voie NF!B. La curcumine, un polyphŽnol de Curcuma longa ayant des propriŽtŽs anti-

inflammatoires et antiprolifŽratives par inhibition de lÕexpression de COX-2, prŽsente des 

propriŽtŽs antitumorales dans diffŽrents mod•les cellulaires adhŽrents comme le cancer du 

c™lon, de la prostate, le cancer cervical mais aussi dans les cancers hŽmatologiques (Singh et 

al. 2009 ; Kelkel et al. 2010 ; Teiten et al. 2011). Marin et al a montrŽ que la curcumine 

inhibe lÕactivitŽ de NF#B et ainsi lÕexpression de ses g•nes cibles dont COX-2 et induit 

lÕapoptose des cellules de mŽlanomes mais pas des mŽlanocytes normaux (Marin et al. 2007). 

Par ailleurs, la curcumine a montrŽ une capacitŽ ˆ diminuer lÕexpression de COX-2 sans 

modifier lÕexpression de COX-1 (Park et al. 2007). LÕŽtude sugg•re que la curcumine pourrait 

avoir moins dÕeffets dŽlŽt•res que les AINS classiques, notamment au niveau du tractus 

gastro-intestinal. La coumarine (1,2-benzopyrone) est un autre produit naturel que lÕon 

retrouve dans plusieurs plantes et Žpices. Cette molŽcule inhibe lÕexpression de Bcl-xL, de 

COX-2 et inhibe la voie des MAPKs (Goel et al. 2009). DÕautres molŽcules ont montrŽ la 

capacitŽ dÕinhiber lÕexpression de COX-2. LÕapigŽnine (Xu et al. 2008), le DA-6034, un 

dŽrivŽ de lÕeupatiline (une flavone O-mŽthylŽe) (Nam et al. 2008), lÕEGCG (ŽpigallocatŽchin 

gallate) du thŽ vert (Harper et al. 2007), la butŽine (Pandey et al. 2007), le BNO 1455 (un 

extrait de lÕŽcorce de saule) (Hostanska et al. 2007). Il est important de prŽciser aussi que de 

nombreux produits naturels peuvent aussi inhiber lÕexpression de COX-2 via une modulation 

dÕŽvŽnements post-transcriptionnels. CÕest par exemple le cas de de lÕEGCG qui dŽstabilise 

lÕARNm de COX-2 dans un mod•le de cancer colorectal (Adhami et al. 2007). LÕŽtude a 

montrŽ que lÕEGCG diminue lÕexpression de la protŽine HuR qui est impliquŽe dans la 

stabilisation de lÕARNm de COX-2 et qui augmente lÕexpression du facteur TTP capable de 

dŽstabiliser lÕARNm de COX-2 (Adhami, Malik et al. 2007). 

Par ailleurs, des Žtudes ont suggŽrŽ de combiner des produits naturels anti-

inflammatoires avec des anti-inflammatoires classiques (AINS ou inhibiteurs spŽcifiques de 

COX-2) (Lev-Ari et al. 2005; Adhami, Malik et al. 2007 ). De telles combinaisons pourraient 

permettre de diminuer les doses dÕinhibiteurs classiques et donc de rŽduire les effets 

secondaires associŽs ˆ ces molŽcules. Dans ce sens, il a ŽtŽ montrŽ que la combinaison de 

produits naturels avec des anti-inflammatoires classiques pourrait •tre utilisŽe en 

chimioprŽvention mais aussi en chimiothŽrapie.  
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Figure 10 : Les produits naturels qui diminent lÕexpression de COX-2 au niveau 

transcriptionnel 

(DÕapr•s Cerella et al., 2010, avec modifications) 

De nombreux produits naturels poss•dent une capacitŽ ˆ inhiber lÕexpression de COX-2 au 

niveau transcriptionnel. Les modes dÕactions de ces composŽs sont variŽs et passent par 

lÕinhibition de NF!B, des MAPKs y compris p38MAPK, de JNK et de la voie Wnt/"-

catŽnine.  



Introduction 

 33 

La combinaison dÕinhibiteurs de COX-2 (NS-398) avec des polyphŽnols du thŽ vert 

comme par exemple lÕEGCG a gŽnŽrŽ une diminution de la prolifŽration cellulaire et une 

induction dÕapoptose plus importante que les deux traitements sŽparŽs sur diffŽrentes lignŽes 

de cancer de la prostate (LNCAP, PC3 et CWR22Rv1) (Adhami, Malik et al. 2007). 

Dans cette m•me Žtude, des effets similaires ont ŽtŽ reproduits in vivo : les cellules 

CWR22Rv1 ont ŽtŽ injectŽes ˆ des souris immunodŽficientes ayant ŽtŽ traitŽes par du 

cŽlŽcoxib et de lÕEGCG (Adhami, Malik et al. 2007). Ces donnŽes in vivo sugg•rent donc que 

cette stratŽgie combinatoire poss•de des propriŽtŽs antitumorales pertinentes. La combinaison 

curcumine/cŽlŽcoxib a aussi montrŽ un effet anti-prolifŽratif et apoptotique synergique dans 

les cellules HT-29, SW-480, Caco-2 (Lev-Ari, Strier et al. 2005).  

1.2 Implications de COX-2 dans les mŽcanismes de rŽgulation du cycle cellulaire 

1.2.1  RŽgulation et surveillance du cycle cellulaire 

1.2.1.1 Le cycle cellulaire 

 

Le cycle cellulaire est un processus sŽquentiel pendant lequel les cellules somatiques 

se divisent pour donner deux cellules-filles identiques. Ce cycle est composŽ de mitoses et de 

phases inter-mitotiques appelŽes interphases. LÕinterphase est constituŽe de trois Žtapes 

successives qui sont G1, S (synth•se), G2 et la mitose (Figure 11). La durŽe du cycle 

cellulaire varie selon les cellules et dŽpend essentiellement de la phase G1. La durŽe de cette 

phase est caractŽristique du type cellulaire ou de stade de diffŽrenciation des cellules. Les 

cellules cancŽreuses poss•dent une phase G1 plus courte que les cellules normales, ce qui 

expliquent en partie pourquoi les cellules tumorales prolif•rent plus rapidement (Massague 

2004 ; van den Heuvel 2005 ; Wikman et al. 2006). La diffŽrenciation cellulaire 

sÕaccompagne gŽnŽralement dÕun arr•t du cycle cellulaire avec une accumulation des cellules 

en phase G0/G1 du cycle cellulaire (Abelev 2000). 

Durant la phase G1, il nÕy a pas de synth•se dÕADN. Cependant, il y a synth•se 

dÕARN dans le noyau et de protŽines dans le cytoplasme. La phase S est la phase o• lÕADN se 

rŽplique et qui permet donc de doubler la quantitŽ dÕADN. Durant cette phase, il y a aussi 

rŽparation des Žventuelles erreurs de copies de lÕADN. La phase M (mitose) est subdivisŽe en 

plusieurs Žtapes qui sont la prophase, la mŽtaphase, lÕanaphase, la tŽlophase et la cytodiŽr•se. 

CÕest lors de cette Žtape que la sŽparation de la cellule-m•re en deux cellules-filles sÕop•re. 
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rŽplication de lÕADN 

 

G2/M 

 

cycline B / Cdk1 

 

DŽclenchement de la mitose : fragmentation de 

lÕenveloppe nuclŽaire 

 

Figure 11 : Le cycle cellulaire et les principales cyclines/Cdks impliquŽes  

(DÕapr•s Stewart et al, 2003 avec modifications) 

Le cycle cellulaire est un mŽcanisme qui se divise en quatre phases appelŽes G1, S, G2 et M. 

Le dŽroulement de ces 4 phases nŽcessite lÕintervention de diffŽrents complexes cycline/Cdks. 

Ces complexes interviennent dans un ordre prŽcis (A). Le r™le des diffŽrents complexes 

cyclines/Cdks est rŽcapitulŽ dans le tableau en B. Une cycline peut se lier ˆ plusieurs Cdks. 

Cdk : Cyclin dependent kinase ; pRb : Retinoblastoma protein ; E2F : Elongation 2 factor. 
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1.2.1.2 RŽgulation des diffŽrentes Žtapes du cycle cellulaire 

 

Le cycle cellulaire est un processus finement rŽgulŽ afin dÕassurer lÕobtention de 

deux cellules-filles identiques ˆ partir dÕune cellule m•re. Ce processus fait intervenir des 

protŽines ˆ activitŽ sŽrine-thrŽonine kinase connues sous le nom de Ç Cdk È (cyclin-dependent 

kinase). Il en existe plusieurs et elles interviennent tout le long du cycle cellulaire selon un 

ordre prŽcis (Figure 11) (Stewart et al. 2003). Ces protŽines phosphorylent des substrats qui 

interviennent dans le dŽroulement du cycle cellulaire comme la phosphorylation des lamines 

nuclŽaires par exemple, permettant la fragmentation du noyau. Les Cdks transf•rent le 

groupement &-phosphate de lÕATP (adŽnosine triphosphate) sur une thrŽonine ou une sŽrine 

de la protŽine ciblŽe. Les Cdks poss•dent une structure caractŽrisŽe par la prŽsence de deux 

poches. La premi•re permet la fixation ˆ la protŽine cible alors que lÕautre poche permet de 

fixer lÕATP. Ces protŽines sont rŽgulŽes par phosphorylation et dŽphosphorylation. Les Cdks 

sont activŽes par des phosphatases comme les CDC25 (cell division cycle 25 homolog) 

comme CD25C pour Cdk1 par exemple, mais aussi des kinases (par exemple, la CAK: Cdk 

activating kinase, cycline H/Cdk7). Les Cdks sont inhibŽes par des kinases (par exemple, 

Wee1 pour Cdk1) (Stewart, Westfall et al. 2003).  

DÕautre part, les Cdks sont rŽgulŽes par des protŽines chaperonnes appelŽes 

Ç cyclines È (Figure 11). La fixation de la cycline sur la Cdk provoque un changement de 

conformation de la Cdk qui lib•re son site catalytique. Les complexes cyclines/Cdks jouent 

un r™le dans les ŽvŽnements du cycle cellulaire comme la fragmentation de lÕenveloppe 

nuclŽaire, la condensation des chromosomes, la rŽplication de lÕADN ou encore le 

rŽarrangement du cytosquelette (par exemple, cycline B/Cdk1) (Stewart, Westfall et al. 2003). 

 

1.2.2 La progression du cycle cellulaire 

1.2.2.1 Les protŽines de la famille Myc et la rŽgulation de la transition G1/S 

 

La plupart des cellules dÕun organisme sont en quiescence (ou phase G0), cÕest-ˆ-

dire quÕelle sont hors du cycle cellulaire. LÕentrŽe en mitose de ces cellules nŽcessite une 

stimulation par des facteurs mitog•nes comme les facteurs de croissance ou dÕautres stimuli 

extracellulaires (par exemple, des cytokines pro-inflammatoires). Ces signaux extracellulaires 
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sont responsables de lÕactivation de voies de signalisation intracellulaires (par exemple, 

mitogen activated protein kinases) qui conduisent ˆ la transcription de g•nes requises par la 

cellule pour entrer en phase G1 du cycle cellulaire. Plusieurs oncog•nes jouent ici un r™le clŽ 

afin de permettre lÕentrŽe en phase G1 du cycle cellulaire. Il sÕagit notamment des protŽines c-

fos, c-jun ou encore des protŽines de la famille Myc. 

La famille Myc comprend plusieurs membres, dont c-Myc qui est surexprimŽ dans 

diffŽrents types dÕhŽmopathies (par exemple, le lymphome de Burkitt) (Junttila and 

Westermarck 2008), N-Myc prŽsent notamment dans les cellules neuronales (Gualdrini et al. 

2010), L-Myc qui a ŽtŽ identifiŽ dans des cellules humaines de carcinome du poumon (Zajac-

Kaye 2001). La mutation des protŽines de la famille Myc est frŽquemment associŽe ˆ un 

blocage des cellules en phase G0/G1 du cycle cellulaire.  

Il sÕagit dÕun facteur de transcription possŽdant un domaine hŽlice-boucle-hŽlice et 

un motif leucine zipper qui sÕhŽtŽrodimŽrise avec la protŽine Max afin de se fixer sur son 

ŽlŽment de rŽponse appelŽ Ç bo”te E È au niveau de ses g•nes cibles (Hurlin et al. 2004). 

LÕexpression de c-Myc est fortement diminuŽe dans les cellules quiescentes ou les cellules en 

cours de diffŽrenciation (Abelev 2000 ; Dimberg et al. 2003). LÕexpression de cet oncog•ne 

est rŽgulŽe ˆ plusieurs niveaux. 

Tout dÕabord, lÕexpression de c-Myc est rŽgulŽe au niveau transcriptionnel par la 

voie des MAPKs avec notamment ERK1/2. LÕactivation de ERK1/2 conduit ˆ une 

augmentation de lÕexpression de c-Myc, via lÕactivation du complexe AP-1 (activator protein-

1) qui rŽgule positivement la transcription de c-Myc, ou encore par le biais dÕautres facteurs 

ou encore la voie Wnt/"-catŽnine qui rŽgule sa transcription (Xia et al. 2010). LÕexpression de 

c-Myc est inhibŽe pendant la diffŽrenciation cellulaire. Dans le cas de la diffŽrenciation 

granulocytaire, cÕest le facteur C/EBP# (CCAAT/enhancer binding protein ") qui rŽprime la 

transcription de c-Myc (Hoffman et al. 2002). 

Par ailleurs, c-Myc est rŽgulŽ au niveau post-transcriptionnel (Veyrune et al. 1997), 

via une rŽgulation de la stabilitŽ et de la traduction de lÕARNm par des protŽines se fixant au 

domaine ARE de c-Myc. En effet, des AUBP (AU binding protein) comme par exemple TIA-

1 et TIAR inhibent la traduction de c-Myc (Mazan-Mamczarz et al. 2006 ; Liao et al. 2007). 

La protŽine TTP conduit ˆ une dŽgradation de lÕARNm (Marderosian et al. 2006) et la 

protŽine HuR stabilise lÕARNm c-Myc (Lafon et al. 1998).  

Les miRs participent aussi ˆ la rŽgulation de c-Myc au niveau post-transcriptionnel. La 

fixation des miRs sur lÕARNm cible par complŽmentaritŽ de bases, conduit ˆ sa dŽgradation 

par le syst•me Dicer/RISC (RNA-induced silencing complex) ou ˆ une diminution de la 



Introduction 

 37 

traduction de lÕARNm cible si la complŽmentaritŽ de bases nÕest pas parfaite (Mello et al. 

2004). Plusieurs miRs induisent la dŽgradation ou inhibent la traduction de lÕARNm c-Myc. Il 

sÕagit notamment de la famille let-7 qui peut conduire ˆ une dŽgradation de lÕARNm de c-

Myc, comme montrŽ dans les cellules Hela (Kim et al. 2009 ; Buechner et al. 2011 ; Wong et 

al. 2011). La famille let-7 ainsi que miR34a ont aussi montrŽ une capacitŽ ˆ inhiber la 

traduction de c-Myc (Christoffersen et al.). 

Enfin, la stabilitŽ de la protŽine c-Myc est rŽgulŽe par dŽgradation via le protŽasome 

26S (Malempati et al. 2006). Le domaine MB1 (myc box-1) de c-Myc peut •tre phosphorylŽ 

par ERK1/2 au niveau de la serine 62 qui stabilise la protŽine. La dŽphosphorylation de ce 

rŽsidu par la PP2A (protein phosphatase 2A) (Sears 2004) en combinaison avec la 

phosphorylation au niveau de la thrŽonine 58 par GSK3! conduit ˆ la reconnaissance de la 

protŽine par FBW7, une ubiquitine ligase (F-box and WD (tryptophan-aspartic acid) repeat 

domain-containing 7), ce qui conduit ˆ sa dŽgradation par le protŽasome 26S (Sears 2004). La 

stabilitŽ de c-Myc est aussi rŽgulŽe par un syst•me indŽpendant du protŽasome 26S, qui est 

associŽe ˆ la prŽsence dÕune sŽquence PEST (proline, acide glutamique, sŽrine, thrŽonine) sur 

lÕARNm de c-Myc. 

Lors de la transition G1/S du cycle cellulaire, c-Myc permet la transcription de la 

cycline D (Daksis et al. 1994). La cycline D permet ˆ son tour lÕactivation de Cdks dont la 

Cdk 4, 6 et 2 qui permettent la phosphorylation de pRB (retinoblastoma protein) (Cobrinik 

2005). La phosphorylation de pRB conduit ˆ la libŽration dÕun facteur de transcription E2F 

(elongation 2 factor) qui permet la transcription des g•nes de la rŽplication de lÕADN pendant 

la phase S du cycle cellulaire comme, Cdk4, Cdk6, la cycline E ou encore PCNA par exemple 

(proliferating cell nuclear antigen), une protŽine Žgalement appelŽe Ç DNA sliding clamp È 

qui permet dÕaugmenter la processivitŽ de lÕADN polymŽrase II (Kelman 1997) (Figure 12). 

Par ailleurs, c-Myc est aussi un rŽpresseur de la transcription de p21 et de p27, des inhibiteurs 

de Cdk4 et Cdk6. LÕhŽtŽrodimŽrisation de c-Myc avec Miz-1 conduit ˆ une diminution de 

lÕexpression de ses g•nes cibles, dont p15 et p21 (Staller et al. 2001; Gartel et al. 2003 ). La 

transition G1/S est ainsi favorisŽe.  

 

1.2.2.2 La transition G2/M du cycle cellulaire 

 

La progression de G2 vers la phase M est rŽgulŽe par le complexe cycline B/Cdk1 (= 

Mitosis Promoting Fator) (Stewart, Westfall et al. 2003). Les complexes cycline B/Cdk1 
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sÕaccumulent progressivement pendant la phase G2. Ces complexes sont inactifs car 

phosphorylŽs par les kinases Wee1 et Myt1 sur la thrŽonine 14 et la tyrosine 15 de Cdk1. En 

parall•le, le complexe cycline H/ Cdk7 phosphoryle Cdk1 au niveau de la thrŽonine 161 

(phosphorylation activatrice). Lors du dŽclenchement de la mitose, la phosphatase CDC25C 

active les complexes cycline B/Cdk1 en retirant les deux phosphorylations inhibitrices (Thr14 

et Y15). LÕactivitŽ kinase de Cdk1 va alors provoquer plusieurs ŽvŽnements responsables de 

lÕentrŽe en mitose, comme la condensation des chromosomes, le rŽarrangement du 

cytosquelette, la dŽsorganisation de la membrane nuclŽaire, le rŽarrangement de lÕappareil de 

Golgi (Preisinger et al. 2005). 

 

1.2.3 Surveillance du cycle cellulaire 

 

La surveillance du cycle cellulaire a pour but de vŽrifier que chaque Žtape du cycle 

sÕest correctement dŽroulŽe et met en jeu de nombreux mŽcanismes consistant ˆ vŽrifier lÕŽtat 

de lÕADN pendant, avant, et apr•s la rŽplication de lÕADN et ˆ vŽrifier que les microtubules 

sont correctement attachŽs au niveau du kinŽtochore lors de la sŽparation des chromatides 

sÏurs. Les mŽcanismes de surveillance permettent dÕarr•ter le cycle cellulaire en cas de 

probl•mes ˆ nÕimporte quelle phase du cycle cellulaire (G1, S, G2 et M). Le cycle cellulaire 

est ainsi divisŽ par trois points de contr™le qui sont G1/S, G2 et le point de contr™le 

mŽtaphase/anaphase. 

CÕest au niveau de la transition G1/S que se situe le premier point de contr™le. Des 

inhibiteurs de Cdks appelŽs Ç Cdki È (cyclin dependent kinase inhibitors) qui inhibent 

lÕactivitŽ des Cdks (Stewart, Westfall et al. 2003) jouent ici un r™le tr•s important. Le terme 

Cdki regroupe les protŽines de la famille Cip/Kip (p21, p27, p57) et INK4 (p16, p15, p18, 

p19). La famille INK4 agissent notamment en inhibant lÕactivitŽ de Cdk4 et Cdk6 

spŽcifiquement pendant la phase G1, alors que les membres de la famille Cip/Kip inhibent 

lÕactivitŽ des Cdks pendant toutes les phases du cycle cellulaire (Stewart, Westfall et al. 

2003). Les facteurs de transcription de la famille p53 sont des suppresseurs de tumeurs qui 

jouent aussi un r™le crucial dans la surveillance du cycle cellulaire au niveau de la transition 

G1/S (Agarwal et al. 1995). La famille p53 regroupe les protŽines p53, p63 et p73. Bien que 

le r™le des protŽines p63 et p73 reste encore peu connu, des Žtudes ont dŽmontrŽ que ces deux 

isoformes jouent un r™le similaire ˆ celui de p53 (Irwin et al. 2004). Lorsque lÕADN est 

endommagŽ, la protŽine p53 est activŽe et augmente la transcription de p21 qui inhibe ˆ son 
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tour les complexes cycline E/Cdk2 et cycline A/Cdk2. La consŽquence de ces ŽvŽnements est 

une inhibition de la transition G1/S (Agarwal, Agarwal et al. 1995). 

Le point de contr™le G2/M bloque la mitose tant que la rŽplication de lÕADN nÕest 

pas achevŽe. Les altŽrations de lÕADN ou un blocage de la rŽplication de lÕADN vont 

conduire ˆ lÕactivation des protŽines kinases ATM (ataxia telangiectasia mutated) et ATR 

(ataxia telangiectasia and Rad3-related protein) qui vont alors phosphoryler et activer les 

protŽines Chk1 et Chk2 (checkpoint protein kinase). Il sÕagit de protŽines ayant une activitŽ 

sŽrine-thrŽonine kinase et qui sont fixŽes ˆ lÕADN. Apr•s activation, elles phosphorylent la 

phosphatase CDC25C et gŽn•rent ainsi un site de liaison pour la protŽine 14-3-3 qui va alors 

sŽquestrer CDC25C dans le cytoplasme (Stewart, Westfall et al. 2003). En parall•le, 

lÕactivation de ATM/ATR conduit ˆ une activation de p53 qui augmente lÕexpression de p21 

qui inhibe ˆ son tour lÕactivitŽ du complexe cycline B/Cdk1. DÕautre part, p53 augmente 

lÕexpression de la protŽine 14-3-3, favorisant ainsi la sŽquestration de CDC25C dans le 

cytoplasme (Stewart, Westfall et al. 2003). 

La surveillance mŽtaphase/anaphase a pour but de vŽrifier lÕattachement des 

chromosomes par les microtubules au niveau du kinŽtochore. En cas de mauvais attachement, 

la protŽine Mad2 est activŽe et inhibe le complexe APC/CDC20 (anaphase promoting 

complex). Le complexe APC/CDC20 inhibe la sŽcurine, une protŽine qui inhibe normalement 

lÕactivitŽ de la sŽparase. La sŽparase est une enzyme indispensable ˆ la sŽparation des 

chromatides sÏurs. Ainsi, en cas de mauvais attachement des chromosomes au niveau des 

kinŽtochores, la sŽcurine nÕest plus inhibŽ par APC/CDC20 et la sŽparase est donc inactive. 

 

1.2.4 ProlifŽration cellulaire et cancer 

 

La dŽrŽgulation du cycle cellulaire peut conduire ˆ une prolifŽration anarchique. Les 

processus de rŽgulation et de surveillance du cycle cellulaire sont souvent perturbŽs dans les 

cellules tumorales dÕo• lÕimportance de lÕŽtude du cycle cellulaire en cancŽrologie pour la 

recherche de nouvelles stratŽgies thŽrapeutiques. LÕaltŽration du cycle cellulaire dans les 

cellules tumorales est associŽe avec la dŽdiffŽrenciation des cellules cancŽreuses. Il peut 

sÕagir dÕaltŽrations de la Ç machinerie È constitutive du cycle cellulaire ou dÕaltŽrations de 

protŽines impliquŽes dans la rŽgulation du cycle cellulaire.  
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Figure 12 : La transition G1/S du cycle cellulaire  

(DÕapr•s Stewart et al., 2003) 

La cycline D permet lÕactivation de Cdks dont la Cdk 4, 6 et 2 qui permettent la 

phosphorylation de pRB. La protŽine retient le facteur de transcription E2F et sa 

phosphorylation conduit ˆ sa libŽration et ˆ la transcription des g•nes cibles important pour la 

phase S du cycle cellulaire comme PCNA par exemple. Les diffŽrents complexes 

cyclines/Cdks sont inhibŽs par p21 et p16, des protŽines appelŽes Cdki. 

  



Introduction 

 41 

 

1.2.4.1 AltŽrations de la machinerie constitutive du cycle cellulaire 

Dans certains types de cancers, des cyclines, des Cdks ainsi que des rŽgulateurs en 

aval de pRb peuvent •tre altŽrŽs (Buolamwini 2000). CÕest par exemple le cas du cancer du 

sein, du poumon, des rŽtinoblastomes, des ostŽosarcomes. 50% des cancers du sein sont 

caractŽrisŽs par une augmentation de lÕexpression de la cycline D (Stewart, Westfall et al. 

2003). Des souris transgŽniques qui surexpriment la cycline D ou la cycline E dans les 

cellules mammaires dŽveloppent des adŽnocarcinomes (Stewart, Westfall et al. 2003). Par 

ailleurs, la plupart des cancers sont caractŽrisŽs par lÕinduction de lÕexpression de proto-

oncog•nes respectivement de leur mutation. Ces g•nes deviennent des Ç oncog•nes È. Dans le 

cas de la leucŽmie myŽlo•de chronique, la sŽquence du proto-oncog•ne c-Abl est transloquŽ 

du chromosome 9 vers le chromosome 22 et ce, ˆ proximitŽ du g•ne Bcr (McGahon, 

Bissonnette et al. 1994). La protŽine c-Abl est une tyrosine kinase de la famille Src qui joue 

un r™le important dans la prolifŽration, la diffŽrenciation ou lÕadhŽsion cellulaire (McGahon, 

Bissonnette et al. 1994).  

DÕautre part, dans le lymphome de Burkitt, lÕEBV est responsable dÕune 

surexpression de lÕoncog•ne c-Myc (Klapproth et al. 2010 ; Smith et al. 2010). 

1.2.4.2 AltŽrations des protŽines impliquŽes dans la surveillance du cycle cellulaire 

 

Les altŽrations de g•nes qui codent pour des protŽines impliquŽes dans la 

surveillance et la rŽgulation du cycle cellulaire sont communes dans diffŽrents cancers. La 

mutation de p53 est la mutation la plus rŽpandue (Stewart, Westfall et al. 2003). Des 

mutations de p53 dans les cellules germinales conduisent au syndrome de Li-Fraumeni 

prŽdisposant au cancer et se transmettant selon un mode autosomique dominant (Bell et al. 

1999). Les malades dŽveloppent des tumeurs du cerveau ou du poumon, mais aussi des 

sarcomes et des leucŽmies. DÕautres tumeurs ne prŽsentent pas de mutations du g•ne p53. 

Cependant lÕactivitŽ de la protŽine p53 peut •tre inhibŽe. Certaines tumeurs surexpriment le 

g•ne Mdm2 (murine double minute 2). La protŽine Mdm2 est un rŽgulateur nŽgatif de p53 qui 

se lie directement ˆ p53, conduisant ainsi ˆ sa dŽgradation par le protŽasome (Stewart, 

Westfall et al. 2003). 
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1.2.5 COX-2 et prolifŽration cellulaire 

 

Les prostaglandines jouent un r™le important dans lÕinduction de la prolifŽration des 

cellules tumorales de plusieurs types de cancers comme le cancer du sein et le cancer 

colorectal. Par ailleurs, les prostaglandines augmentent la prolifŽration des cellules normales 

comme les hŽpatocytes par exemple et permet ainsi la rŽgŽnŽration hŽpatique (Casado et al. 

2001). La prolifŽration des cellules 3T3 (fibroblastes) est inhibŽe par les inhibiteurs de COX-

2 (Cao, 2002). Le composŽ NS-398 diminue la prolifŽration des cellules MC-26 (lignŽe 

cellulaire de cancer colorectal de souris) qui expriment constitutivement COX-2 (Yao, Lam et 

al. 2004). Cet effet est associŽ ˆ une diminution du niveau dÕexpression de la cycline D, une 

protŽine importante pour la transition G1/S du cycle cellulaire, ainsi quÕune diminution de 

PCNA qui joue un r™le important dans la phase S en augmentant la processivitŽ de lÕADN 

polymŽrase (Kelman 1997). Le NS-398 et la nabumŽtone (un autre inhibiteur de COX-2) sont 

capables dÕinhiber la prolifŽration des cellules U937 (leucŽmie myŽlo•de aigu‘) et ML1 

(leucŽmie myŽloblastique). LÕinhibition est associŽe ˆ une accumulation des cellules en phase 

G0/G1 du cycle cellulaire (Nakanishi, Kamijo et al. 2001). Une inhibition de la prolifŽration 

cellulaire a aussi pu •tre observŽe dans les cellules HepG2 (carcinome hŽpatocellulaire) 

traitŽes au mŽloxicam. LÕeffet est corrŽlŽ ˆ une diminution de lÕexpression de PCNA et de la 

cycline A ainsi quÕˆ une accumulation des cellules en phase G0/G1 du cycle cellulaire (Li et 

al. 2006). Le lien entre COX-2 et le cancer colorectal (CRC) a ŽtŽ montrŽ par le fait que les 

prostaglandines issues du mŽtabolisme de lÕAA par COX-2 augmentent la prolifŽration de ces 

cellules tumorales (Castellone et al. 2005). Par ailleurs, lÕeffet inhibiteur des NSAIDs sur la 

prolifŽration des cellules de CRC a aussi ŽtŽ observŽ dans les cancers de lÕovaire. En effet, le 

traitement des cellules OVCAR-3 xenotransplantŽes dans des souris immunodŽficientes ˆ 

lÕaspirine ou au piroxicam (NSAID) ou encore au mŽloxicam, un inhibiteur sŽlectif de COX-2 

conduit ˆ une diminution de la croissance de ces tumeurs (Xin et al. 2007). Pr•s de 40% des 

cancers du sein prŽsentent une surexpression de COX-2 qui est associŽe ˆ un mauvais 

pronostic (Howe 2007). LÕindomŽtacine, le cŽlŽcoxib, le rofŽcoxib et le nimŽsulide sont 

capables dÕinhiber la prolifŽration de ces cellules tumorales (Howe 2007). DÕautre part, les 

prostaglandines sont capables dÕaugmenter la prolifŽration des cellules de cancer du sein 

dŽpendante des hormones en augmentant la transcription de lÕaromatase CYP19, une enzyme 

responsable de la biosynth•se des oestrog•nes (Falandry et al. 2009). 

Plusieurs Žtudes ont rŽvŽlŽ que la prolifŽration cellulaire des lignŽes cellulaires RAJI 

(lymphome de Burkitt), BlAB (lymphome de Burkitt ne contenant pas lÕEBV) et BL41 
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(lymphome de Burkitt) est inhibŽe par le cŽlŽcoxib (Wun, McKnight et al. 2004). Le NS-398 

et le cŽlŽcoxib inhibent aussi la prolifŽration des cellules Panc-1 (cancer pancrŽatique) (Xu, 

Xie et al. 2008). Le traitement par le cŽlŽcoxib de ces m•mes cellules, implantŽes dans des 

souris immunodŽficientes, conduit ˆ une diminution du volume tumoral (Xu, Xie et al. 2008). 

DÕautres Žtudes ont dŽmontrŽ un effet anti-prolifŽratif du cŽlŽcoxib sur la lignŽe cellulaire 

K562 (leucŽmie myŽlo•de chronique) (Zhang et al. 2006) associŽ ˆ une accumulation des 

cellules en phase G0/G1 du cycle cellulaire, une diminution de lÕexpression de la cycline D1, 

de la cycline E, de pRb et une augmentation de lÕexpression des protŽines inhibitrices du 

cycle cellulaire p16 et p27 (Zhang, Liu et al. 2006). Des rŽsultats similaires ont ŽtŽ observŽs 

sur cette m•me lignŽe cellulaire avec le DUP-697, un autre inhibiteur de COX-2 (Peng, Zhang 

et al. 2008). COX-2 ne permet pas toujours dÕinduire la prolifŽration cellulaire. En effet, les 

effets peuvent •tre diffŽrents selon le type cellulaire. LÕinduction de COX-2 inhibe la 

prolifŽration des cellules musculaires lisses des art•res (Cao and Prescott 2002). Les effets de 

certains inhibiteurs de COX-2 sur le cycle cellulaire sont reprŽsentŽs dans la figure 13.  

La prolifŽration cellulaire Žtant Žtroitement liŽe ˆ la diffŽrenciation cellulaire, les 

inhibiteurs de COX-2 ont montrŽ une capacitŽ ˆ potentialiser la diffŽrenciation induite par 

plusieurs agents. Ainsi, lÕindomŽtacine et lÕaspirine augmentent la diffŽrenciation myŽlo•de 

des cellules induite par le 1,25-dihydroxyvitamin D3 (1,25D). Une accumulation des cellules 

en phase G0/G1 du cycle cellulaire est associŽe ˆ la diffŽrenciation des ces cellules (Jamshidi 

et al. 2008). Dans une autre Žtude, des rŽsultats similaires ont ŽtŽ obtenus avec le DUP-697, 

un autre inhibiteur spŽcifique de COX-2, dans des cellules leucŽmiques humaines (leucŽmie 

myŽlo•de aigŸe : lignŽes cellulaire U937 et HL-60 (Jamshidi, Zhang et al. 2008). 
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Figure 13 : Effets dÕinhibiteurs de COX-2 sur le cycle cellulaire 

(DÕapr•s Sobolewski et al., 2010 avec modifications) 

Le cycle cellulaire est divisŽ en diffŽrentes Žtapes (G1, S, G2, Mitose). Ce mŽcanisme est 

rŽgulŽ par plusieurs protŽines dont les cyclines, qui activent les Cdks, des phosphatases (par 

exemple, CDC25), des inhibiteurs de Cdks comme p15, p16, p18, p19, p21, p27 (Stewart, 

Westfall et al. 2003). Les inhibiteurs de COX-2 peuvent moduler les transitions du cycle 

cellulaire. Cette figure reprŽsente quelques exemples de modulation dans diffŽrents types 

cellulaires : MC26, cancer colorectal ; HepG2, carcinome hepatocellulaire ; K562, leucŽmie 

myelo•de chronique. Cdk, cyclin dependent kinase; pRb, retinoblastoma protein; PCNA, 

proliferating cell nuclear antigen.  
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1.3 Implication de COX-2 dans lÕapoptose 

 

La mort cellulaire dŽsigne dÕune mani•re gŽnŽrale lÕensemble des phŽnom•nes 

conduisant ˆ la destruction de la cellule. DiffŽrents types de morts cellulaires sont 

actuellement connus avec notamment la nŽcrose, lÕapoptose, ou encore lÕautophagie. La 

cancŽrogen•se rŽsulte dÕun dŽsŽquilibre entre la prolifŽration cellulaire et lÕapoptose. Les 

cellules tumorales prolif•rent de mani•re incontr™lŽe et rŽsistent ˆ lÕapoptose. COX-2 joue un 

r™le dans ce dŽsŽquilibre en inhibant lÕapoptose par de nombreux mŽcanismes.  

1.3.1 LÕapoptose 

 

LÕ apoptose ou Ç mort cellulaire de type I È est un mŽcanisme important dans le 

dŽveloppement embryonnaire et lÕhomŽostasie cellulaire chez les mŽtazoaires (Majno et al. 

1995; Dimmeler et al. 1999). En effet, ce mŽcanisme permet lÕŽlimination des cellules 

dŽfectueuses, prŽvenant ainsi la formation de tumeurs. Elle est dŽclenchŽe par des signaux 

extracellulaires (cytokines comme le TNF" par exemple) ou intracellulaires (anomalies dans 

lÕADN). LÕapoptose est aussi dŽclenchŽe par la plupart des agents chimiothŽrapeutiques 

utilisŽs en clinique. 

LÕapoptose met en jeu des protŽases ˆ cystŽine appelŽes Ç caspases È qui sont 

considŽrŽes comme les protŽines effectrices de lÕapoptose. LÕactivation des caspases se fait 

par clivage, soit par une autre caspase (rŽaction en cascade), soit par autoactivation. Les 

substrats de ces protŽines sont nombreux et parmi ces substrats, il y a les lamines nuclŽaires, 

les enzymes de rŽplication de lÕADN comme la topoisomŽrase I, des enzymes de rŽparation 

de lÕADN comme la protŽine PARP (Poly (ADP Ribose) polymŽrase) ou encore des protŽines 

du cytosquelette comme lÕactine. La phase effectrice de lÕapoptose est caractŽrisŽe par des 

changements morphologiques tels que une fragmentation nuclŽaire, une condensation de la 

chromatine, la destruction du cytosquelette et lÕexposition des phosphatidyl sŽrines 

nŽcessaires ˆ la phagocytose des corps apoptotiques par les cellules du syst•me immunitaire 

(par exemple, les macrophages) (Fullard et al. 2009) (Figure 14). Contrairement ˆ la nŽcrose, 

ce type de mort cellulaire ne passe pas par la libŽration des constituants internes de la cellule 

dans le milieu extracellulaire et est donc dŽpourvu de rŽactions inflammatoires. 
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Figure 14 : LÕŽvolution morphologique durant lÕapoptose 

(DÕapr•s Searle et al., 1982 avec modifications) 

Morphologiquement, les cellules entrant en apoptose sont caractŽrisŽes par une modification 

de la rŽpartition des phospholipides membranaires (externalisation des phosphatidyl sŽrines), 

une condensation de la chromatine et du cytoplasme, une fragmentation de lÕADN (au niveau 

de segments inter-nuclŽosomiques), la formation de corps apoptotiques contenant les 

organites intracellulaires intacts pouvant •tre phagocytŽs par les cellules du syst•me 

immunitaire (par exemple, les macrophages). 
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1.3.1.1 Les voies apoptotiques intrins•que et extrins•que 

 

Deux voies apoptotiques initiŽes par diffŽrents stimuli et impliquant diffŽrentes 

protŽines sont principalement connues (Coppola et al. 2000). 

La premi•re voie est une voie extrins•que (apoptose physiologique) (Figure 15) 

mettant en jeu des interactions entre des ligands et leurs rŽcepteurs de surface. Ces rŽcepteurs 

de mort comportent un domaine de mort (death domain, DD) dans leur domaine 

intracellulaire comme le TNF" et son rŽcepteur par exemple ou encore FasL (ligand du 

rŽcepteur Fas). Ces rŽcepteurs activŽs vont •tre ˆ lÕorigine dÕun signal intracellulaire 

responsable du processus apoptotique. La voie extrins•que nŽcessite la formation dÕun 

complexe protŽique appelŽ Ç DISC È (death inducing silencing complex) au niveau du 

domaine intracellulaire du rŽcepteur membranaire. Ce complexe est composŽ de protŽines 

adaptatrices qui se lient au domaine de mort du rŽcepteur. Pour le rŽcepteur du TNF#, il sÕagit 

de TRADD (TNF receptor-associated death domain) et pour le rŽcepteur du ligand Fas, il 

sÕagit de la protŽine FADD (Fas-associated death domain). Ces complexes vont permettre le 

recrutement de la pro-caspase-8 effectrice et son activation. La caspase-8 active va permettre 

lÕactivation de la pro-caspase-3 par clivage, qui permet de passer ˆ la phase effectrice de 

lÕapoptose. La voie extrins•que est frŽquemment dŽclenchŽe par le syst•me immunitaire ˆ 

cause de la production de cytokines comme le TNF" ou FasL. 

LÕapoptose peut aussi •tre dŽclenchŽe par des signaux intracellulaires comme 

lÕaltŽration de lÕADN ou le stress induit par des agents chimiothŽrapeutiques mais aussi des 

stress chimiques et physiques (par exemple, les ERO, les UVs, les radiations ionisantes, les 

agents chimiothŽrapeutiques). La voie intrins•que est caractŽrisŽe par des altŽrations de la 

mitochondrie avec la permŽabilisation de la membrane externe mitochondriale (mitochondrial 

outer membrane permeabilization, MOMP) associŽe ˆ une perte du potentiel membranaire 

mitochondrial (Burlacu 2003). Ces ŽvŽnements conduisent ˆ la libŽration du cytochrome c par 

la mitochondrie dans le cytosol, un composant essentiel de lÕapoptosome, un complexe qui est 

composŽ de lÕAPAF (apoptotic protease activating factor) et de la pro-caspase-9. La pro-

caspase-9 est ensuite activŽe en caspase-9 qui va alors activer la caspase-3.   
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Figure 15 : Les voies extrins•que et intrins•que de lÕapoptose (DÕapr•s Coppola, Ghibelli., 

2000 avec modifications) 

(DÕapr•s Sobolewski et al., 2010 avec modifications) 

LÕapoptose peut sÕeffectuer selon deux voies : une voie intrins•que indŽpendante de la 

caspase-8 et la voie extrins•que dŽpendante de la caspase-8. Ces deux voies ne sont pas 

sŽparŽes de mani•re stricte. Il peut y avoir des relations entre ces deux voies qui visent ˆ 

amplifier la rŽponse apoptotique. La protŽine Ç Bid È peut faire ce lien par exemple. 

AIF: apoptosis inducing factor; Bcl-2, B cell lymphoma 2 ; Bid, Bcl-2 interacting domain; 

Casp, caspase; Cyt, cytochrome c; DD, death domain; DED, Death effector domain; DISC, 

death inducing silencing complex; PI3K/PKB, phosphatidyl inositol-3 kinase/protein kinase 

B; FADD, Fas-associated death domain; GSH, glutathione; PTP, Pore de transition de 

permŽabilitŽ; TNF, tumor necrosis factor; TRAIL, TNF-related-inducing-apoptosis-ligand.  
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LÕapoptose est un processus qui requiert lÕactivation et la translocation vers la 

mitochondrie des protŽines pro-apoptotiques Bax et Bak (Bcl-2 homologous antagonist 

killer). LÕactivation de ces protŽines passe notamment par un changement conformationnel 

exposant ainsi dÕautres Žpitopes. Pour la protŽine Bax, il sÕagit de lÕŽpitope 6A7 (Peyerl et al. 

2007). Pour Bak, il sÕagit de lÕŽpitope Ab-1 (Griffiths et al. 1999). LÕapoptose intrins•que 

serait aussi associŽe ˆ un dŽsŽquilibre oxydo-rŽducteur induit par une diminution du taux de 

glutathion (GSH) intracellulaire (Ghibelli et al. 1998 ; Coppola and Ghibelli 2000 ; D'Alessio 

et al. 2004). La dŽplŽtion en GSH va •tre responsable dÕun stress oxydant qui va conduire ˆ 

lÕactivation et la translocation de la protŽine Bax qui fait partie de la famille Bcl-2 (Figure 16) 

qui forme alors des oligom•res, qui vont permettre la permŽabilisation de la membrane 

externe mitochondriale (MOMP) ainsi que la libŽration du cytochrome c. La protŽine Bak 

joue le m•me r™le que Bax (Zhou et al. 2008) ; cependant, cette protŽine est dŽjˆ prŽsente ˆ la 

surface de la mitochondrie o• elle est sŽquestrŽe sous sa forme monomŽrique par les membres 

de la famille Bcl-2 ayant des propriŽtŽs anti-apoptotiques comme Bcl-xL et Mcl-1 (Shamas-

Din et al. 2011).  

Plusieurs kinases jouent un r™le important dans lÕinduction de lÕapoptose intrins•que 

(Kanda et al. 2004). Les kinases JNK et p38MAPK peuvent contr™ler lÕactivation des facteurs 

pro- et anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Yamamoto et al. 1999 ; De Chiara et al. 2006). 

Les protŽines ˆ domaine BH3 seul (Figure 16) sont essentielles ˆ lÕactivation des protŽines 

Bax et Bak. La protŽine Bim par exemple se fixe au domaine BH3 de Bax et induit un 

changement conformationnel responsable de son activation. JNK contr™le lÕactivation de Bax 

en rŽgulant positivement la transcription de Bim et en phosphorylant Bim qui peut alors 

interagir avec Bax (Okuno et al. 2004). DÕautres Žtudes rŽalisŽes sur des mod•les de 

fibroblastes o• lÕapoptose a ŽtŽ induite par des UVs ont aussi montrŽ que lÕapoptose 

dŽpendante de JNK passe par une rŽgulation de lÕactivation de Bax et de Bak (Lei et al. 

2002). Les protŽines anti-apoptotiques sont aussi rŽgulŽes par JNK. En effet, la protŽine Bcl-2 

peut •tre inactivŽe par phosphorylation sur plusieurs rŽsidus par JNK apr•s exposition ˆ des 

molŽcules qui alt•rent les microtubules (paclitaxel et taxot•re) (Yamamoto, Ichijo et al. 

1999). Il sÕagit notamment de la sŽrine 70, de la sŽrine 87 et de la thrŽonine 69 (Yamamoto, 

Ichijo et al. 1999). Ces phosphorylations jouent un r™le important dans lÕinteraction de Bcl-2 

avec les protŽines Bax (Shitashige et al. 2001; Salah-Eldin et al. 2003 ) mais aussi dans la 

dŽgradation de Bcl-2 par le protŽasome 26S (Breitschopf et al. 2000).  
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Figure 16: Structures de quelques protŽines de la famille Bcl-2 

(DÕapr•s Shamas-Din, 2011 avec modifications) 

Les protŽines de la famille Bcl-2 prŽsentent des rŽgions tr•s conservŽes appelŽes Ç BH È (Bcl-

2 homology domain) (Burlacu, 2004). En fonction du nombre de domaines BH, trois sous 

catŽgories peuvent •tre distinguŽes. Il y a tout dÕabord les protŽines anti-apoptotiques comme 

Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1 qui contiennent quatre domaines BH et interagissent avec dÕautres 

protŽines de la famille Bcl-2 pour inhiber la perte du potentiel membranaire mitochondriale 

(A). Il y a ensuite les protŽines ayant des propriŽtŽs pro-apoptotiques (B). Ce groupe est 

subdivisŽ en deux sous catŽgories avec dÕune part les protŽines Bax et Bak (Bcl-2 

homologous antagonist killer) qui contiennent trois domaines BH et dÕautre part, les protŽines 

Bim, Bad, Bid, Noxa, Puma, qui ne poss•dent que le domaine BH3, dÕo• leur nom de Ç BH3 

only proteins È. 
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Par ailleurs, la phosphorylation de Bcl-2 sur la sŽrine 70 est un ŽvŽnement qui rŽgule 

la progression du cycle cellulaire (Breitschopf, Haendeler et al. 2000) et serait associŽ ˆ une 

inhibition de lÕapoptose. Au contraire, dans des mod•les cellulaires dŽpendent de cytokines, 

comme par exemple lÕIl-3, la phosphorylation de la sŽrine 70 de Bcl-2 prŽvient lÕapoptose 

(Ruvolo et al. 2001). Toutes ces donnŽes sugg•rent donc que les effets de la phosphorylation 

de Bcl-2 dŽpendent du contexte cellulaire et de la nature des stimuli et voies de signalisation 

impliquŽes (Blagosklonny 2001) et que lÕeffet pro-apoptotique est rŽgulŽ par la 

phosphorylation de Bcl-2 sur plusieurs sites. 

Un effet analogue a ŽtŽ observŽ pour Bcl-xL dans des cellules prostatiques 

surexprimant Bcl-xL (DU145-2). Dans ce mod•le, Bcl-xL est phosphorylŽe par JNK au 

niveau de la sŽrine 62 apr•s exposition au paclitaxel (Basu et al. 2003). Comme pour Bcl-2, 

cette phosphorylation appara”t surtout pendant la phase G2/M du cycle cellulaire et conduit ˆ 

lÕinactivation de Bcl-xL.  

La voie extrins•que et la voie intrins•que convergent vers lÕactivation de la pro-

caspase-3. La sŽparation entre ces deux voies nÕest pas stricte. En effet, il y a des relations 

entre ces deux voies permettant de renforcer la rŽponse apoptotique (Coppola and Ghibelli 

2000). La caspase-8 peut par exemple dŽclencher la protŽolyse du facteur pro-apoptotique 

Ç Bid È (Bcl-2 interacting domain) en t-Bid (forme tronquŽe) appartenant ˆ la famille Bcl-2 

(Henshall et al. 2001). La protŽine tronquŽe est alors transloquŽe vers la mitochondrie et 

favorise lÕactivation de protŽines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 comme Bak et Bax qui 

induisent la libŽration du cytochrome c, ˆ lÕorigine de la formation de lÕapoptosome 

(Henshall, Bonislawski et al. 2001; Burlacu 2003 ). Par ailleurs, la voie intrins•que peut 

activer la caspase-8 apr•s activation de la caspase-3 (Cha et al. 2001). Ces relations entre les 

deux voies permettent dÕaugmenter lÕefficacitŽ de lÕapoptose. 

Les cellules dÕun organisme sont continuellement soumises ˆ de multiples  formes 

de stress. Une rŽgulation stricte de lÕapoptose est donc importante pour Žviter les signaux 

apoptotiques indŽsirables. La rŽgulation de lÕapoptose passe par des interactions entre 

protŽines. Certaines de ces interactions inhibent lÕapoptose comme lÕinteraction Bax/Bcl-2 par 

exemple. La protŽine Bax peut aussi former des oligom•res avec la protŽine Bcl-xL (Billen, 

Kokoski et al. 2008). De mani•re similaire, la protŽine Bak est rŽgulŽe par Bcl-xL et Mcl-1 

(Burlacu 2003). Les interactions entre Bax ou Bak et les membres anti-apoptotiques de la 

famille Bcl-2 sont rŽgulŽes par les protŽines apoptotiques de la famille Bcl-2 ne possŽdant 

que le domaine BH3 (Ç BH3-only proteins È) (par exemple, PUMA). En aval, lÕactivation des 

caspases est aussi rŽgulŽe par des interactions avec des interactions inhibitrices de lÕapoptose 
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avec des membres de la famille IAP (inhibitors of apoptosis) comme par exemple la survivine 

ou XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) (Tamm et al. 1998). LÕaction des IAPs est 

inhibŽ par lÕhŽtŽrodim•re pro-apoptotique SMAC (second mitochondria-devided activator of 

caspases) /DIABLO (Coppola and Ghibelli 2000) qui est libŽrŽ par la mitochondrie lorsque la 

permŽabilitŽ de la membrane externe mitochondriale est affectŽe (Chai et al. 2000) favorisant 

ainsi lÕapoptose. 

Des signaux de survie permettent aussi de rŽguler lÕapoptose. CÕest par exemple le 

cas de plusieurs voies de signalisation inflammatoires qui, par induction de NF-#B, 

permettent lÕaugmentation de lÕexpression de Bcl-2. CÕest aussi le cas de la voie de survie 

PI3K, une enzyme qui convertit le PIP2 (phosphatidyl-isositol (4,5 biphosphate)) en PIP3 

(phosphatidyl-isositol- (3,4,5 triphosphate)). Le PIP3 va ensuite activer par phosphorylation 

de PKB qui phosphoryle ˆ son tour divers substrats dont la protŽine pro-apoptotique Bad qui 

sera alors sŽquestrŽe dans le cytoplasme par la protŽine 14-3-3, emp•chant ainsi la protŽine 

Bad de dŽclencher lÕapoptose (She, Solit et al. 2005). LÕapoptose est aussi rŽgulŽe par 

dÕautres phŽnom•nes. DÕautres travaux ont montrŽ que lÕapoptose induite par un stress peut 

•tre inhibŽe lors de processus comme la diffŽrenciation cellulaire, la sŽnescence ou encore 

lÕautophagie (Ketley et al. 2000). 

1.3.1.2 Apoptose et cancer 

 

La perturbation des mŽcanismes rŽgulateurs ou effecteurs de lÕapoptose est ˆ 

lÕorigine de plusieurs maladies comme des maladies auto-immunes (polyarthrite rhumato•de), 

des maladies neuro-dŽgŽnŽratives comme la maladie dÕAlzheimer (Dubois, Abramson et al. 

1998), la sclŽrose latŽrale amyotrophique (SLA ou maladie de Charcot) caractŽrisŽe par une 

dŽgŽnŽrescence des neurones moteurs du cortex cŽrŽbral et de la corne antŽrieure de la moelle 

Žpini•re (Cau, Seite., 2007), le cancer.  

La diminution de lÕapoptose est un facteur important durant la cancŽrogen•se. En 

effet, les cellules cancŽreuses sont caractŽrisŽes par une insensibilitŽ aux signaux apoptotiques 

physiologiques comme par exemple le TNF#, FasL, TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing 

ligand) (Wiezorek et al. 2010). Un dŽsŽquilibre entre la prolifŽration cellulaire et lÕapoptose 

se crŽe alors et favorise ainsi la promotion tumorale. 

La perturbation des mŽcanismes de lÕapoptose contribue aussi ˆ la progression 

tumorale. En effet, une perte de fonction de la Ç machinerie È apoptotique (par exemple, p53, 

Bax), mais aussi une altŽration de la Ç balance È signaux apoptotiques / signaux de survie 
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comme par exemple une surexpression de la protŽine Bcl-2 dans une cellule tumorale peut 

•tre responsable dÕune diminution de lÕapoptose induite par des agent chimiothŽrapeutiques 

(Kitagawa et al. 1996; Ciardiello et al. 2002 ). Dans certains cancers, comme par exemple le 

cancer du c™lon, une diminution de lÕexpression de Bax peut aussi •tre observŽe (Rampino et 

al. 1997). 

Par ailleurs, lÕaltŽration de facteurs impliquŽs dans le mŽcanisme apoptotique 

pourrait aussi avoir un impact sur lÕefficacitŽ de la chimiothŽrapie. CÕest le cas par exemple 

du g•ne suppresseur de tumeur p53, un g•ne impliquŽ dans la rŽgulation du cycle cellulaire 

(Agarwal, Agarwal et al. 1995) et lÕinduction de lÕapoptose. La perte de fonction de p53 par 

mutation(s) ou dŽlŽtion(s) est observŽe dans de nombreux mod•les de cancers (Kitagawa, 

Wong et al. 1996; Stewart, Westfall et al. 2003). LÕexpression de la protŽine Bcl-2 est aussi 

augmentŽe dans plusieurs types de cancers, conduisant ainsi ˆ une chimiorŽsistance 

(Ciardiello and Tortora 2002). 

 

1.3.2 COX-2 et lÕapoptose intrins•que 

 

COX-2 joue aussi un r™le important dans le contr™le de lÕapoptose intrins•que dans 

plusieurs types de cancers. LÕun des facteurs frŽquemment affectŽ par les inhibiteurs de COX-

2 est la protŽine Bcl-2. 

Le NS-398 est par exemple responsable dÕune diminution de lÕexpression de Bcl-2 

dans une lignŽe cellulaire de cancer de la prostate sensible aux androg•nes (LNCaP) 

exprimant COX-2 de mani•re constitutive (Liu et al. 1998). Des effets similaires ont ŽtŽ 

dŽcrits dans des cellules cancŽreuses colorectales (cellules HCA-7 qui expriment COX-2). La 

PGE2 est capable dÕinhiber lÕapoptose induite par le SC58125, un inhibiteur sŽlectif de COX-

2, et dÕaugmenter lÕexpression de Bcl-2 (Sheng, Shao et al. 1998). Plusieurs mŽcanismes ont 

ŽtŽ dŽcrits pour expliquer lÕeffet pro-apoptotique des inhibiteurs de COX-2. LÕinhibition de 

COX-2 a ŽtŽ associŽe ˆ une augmentation du taux intracellulaire dÕAA dans les cellules HT-

29, une lignŽe cellulaire humaine dÕadŽnocarcinome colorectal (Martin et al. 2005) ou encore 

dans les cellules SH-SYSY, une lignŽe cellulaire humaine de neuroblastomes (Johnsen et al. 

2005). LÕaccumulation dÕAA est associŽe ˆ une induction dÕapoptose de ces cellules. LÕAA 

peut affecter la rŽponse apoptotique en activant la sphingomyŽlinase, une enzyme responsable 

de la production de cŽramides (Jayadev et al. 1994). LÕaccumulation de cŽramides dans les 

cellules est connue pour avoir un effet pro-apoptotique (Pettus et al. 2002). Le sulfure de 
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sulindac, un mŽtabolite du sulindac est capable dÕactiver la sphingomyŽlinase et ainsi 

dÕaugmenter le taux de cŽramide intracellulaire dans les lignŽes cellulaire HCT116 et SW480 

(carcinomes colorectaux humains) (Chan et al. 1998).  

COX-2 peut Žgalement moduler lÕapoptose en diminuant le taux intracellulaire de 

monoxyde dÕazote via une diminution de lÕactivitŽ de la synthase de monoxyde dÕazote (NOS 

pour Nitric Oxide Synthase). Le monoxyde dÕazote est connu pour son r™le pro-apoptotique 

dans diffŽrents mod•les de cancers, dont le cancer colorectal (Brune et al. 1999). Le lien entre 

COX-2 et le monoxyde dÕazote a ŽtŽ ŽtudiŽ par Chang et al (Chang et al. 2000). LÕŽtude a 

rŽvŽlŽ que la PGE2 inhibe lÕapoptose induite par le NGF (nerve growth factor) des cellules 

PC12 (phŽochromocytome de glande surrŽnale de rat) en augmentant le taux de dynŽine ˆ 

cha”ne lŽg•re, un inhibiteur de la NOS (Chang, Jakobi et al. 2000). Cet effet se traduit par une 

diminution du taux de monoxyde dÕazote dans les cellules (Chang, Jakobi et al. 2000). 

Par ailleurs, le lien entre les inhibiteurs de COX-2 et les membres de la famille p53 a 

ŽtŽ ŽtudiŽ. Le cŽlŽcoxib est par exemple capable de moduler lÕexpression de diffŽrentes 

isoformes de p73, un membre de la famille p53 dans des lignŽes cellulaires de neuroblastomes 

(Lau et al. 2009) : Tap73 est pro-apoptotique et contient un domaine de transactivation. Cette 

protŽine est considŽrŽe comme un g•ne suppresseur de tumeurs car elle est impliquŽe dans la 

rŽgulation du cycle cellulaire et dans lÕinduction de lÕapoptose (Irwin and Miller 2004). 

DeltaNp73 est une protŽine anti-apoptotique qui est dŽpourvue du domaine de transactivation 

et qui est surexprimŽe par les neuroblastomes, provoquant ainsi une chimiorŽsistance (Lau, 

Wolter et al. 2009). Le cŽlŽcoxib est capable dÕaugmenter lÕexpression de Tap73 et de 

diminuer celle de DeltaNp73 (Irwin and Miller 2004). 

LÕeffet apoptotique des inhibiteurs de COX-2 a aussi ŽtŽ observŽ dans les cancers 

hŽmatopo•Žtiques. Le DUP-697 est par exemple capable dÕinduire lÕapoptose des cellules 

K562 (lignŽe cellulaire de leucŽmie myŽlo•de chronique) en provoquant un arr•t du cycle 

cellulaire et lÕactivation de la pro-caspase-8 (Peng, Zhang et al. 2008). 

Les inhibiteurs de COX-2 ont montrŽ une capacitŽ ˆ moduler des voies de survie 

dans certains mod•les cellulaires. LÕune de ces voies de signalisation est la voie PI3K/Akt qui 

est souvent activŽe dans les cellules cancŽreuses (She, Solit et al. 2005). La PI3K produit du 

PIP3 qui va activer ˆ son tour la PDK1 (pyruvate dŽshydrogenase kinase). La PDK1 est 

responsable de la phosphorylation activatrice de PKB qui est alors capable de moduler 

lÕapoptose en phosphorylant plusieurs cibles comme par exemple la protŽine Bad. Le 

cŽlŽcoxib est capable dÕinhiber cette voie de signalisation dans un mod•le de cancer gastrique 

(Kim et al. 2009) mais aussi dans les cellules MG-63 (ostŽosarcome) par une diminution de 
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lÕexpression de PI3K (Liu et al. 2008). De plus, le cŽlŽcoxib peut induire lÕapoptose des 

cellules LNCaP et PC3 (lignŽes cellulaires de cancer de la prostate), en inhibant la 

phosphorylation de PKB. La voie PI3K est rŽgulŽe par PTEN (phosphatase and TENsin 

homolog) qui convertit le PIP3 en PIP2. Ce mŽcanisme se traduit par une diminution de 

lÕactivation de PKB et de la phosphorylation de Bad qui nÕest alors plus sŽquestrŽ dans le 

cytoplasme par la protŽine 14-3-3 et qui peut donc produire son effet apoptotique. Le 

composŽ NS-398 est capable dÕinduire lÕexpression de PTEN dans les cellules MKN45 

(lignŽe de carcinome gastrique). Par ailleurs, le sulfone de sulindac, un mŽtabolite du 

sulindac, lÕindomŽtacine et le SC-236 peuvent induire lÕapoptose des cellules HT-29 en 

activant Bad et en diminuant lÕexpression de la protŽine 14-3-3 (Liou et al. 2007). 

LÕexpression de la protŽine 14-3-3 est rŽgulŽe par le rŽcepteur nuclŽaire PPAR$. COX-2 

produit des PGI2 qui se lient ˆ PPAR$ et lÕactivent. Dans cette Žtude, il a ŽtŽ suggŽrŽ que 

lÕinhibition de COX-2 se traduit par une diminution de la synth•se de PGI2 et donc de 

lÕactivation de PPAR$, conduisant ainsi ˆ une diminution de lÕexpression de la protŽine 14-3-

3 (Liou, Ghelani et al. 2007). 

La fixation des prostaglandines sur certains de leurs rŽcepteurs (IP, DP, EP2, EP3. 

EP4) conduit ˆ une augmentation du taux dÕAMPc et une activation de PKA (Tsatsanis, 

Androulidaki et al. 2006). Des Žtudes ont suggŽrŽ que les PKAs, comme les PKBs, peuvent 

phosphoryler la protŽine Bad, conduisant ˆ sa sŽquestration et donc ˆ une inhibition de 

lÕapoptose (Park et al. 2009). 

Les effets des inhibiteurs de COX-2 sur lÕapoptose intrins•que sont reprŽsentŽs dans la figure 

17. 

 

1.3.3 COX-2 et lÕapoptose extrins•que 

 

Il a ŽtŽ dŽmontrŽ que les inhibiteurs de COX-2 peuvent sensibiliser plusieurs types 

de cellules ˆ lÕapoptose extrins•que. Ainsi, le composŽ DUP-697 est par exemple capable 

dÕaugmenter lÕapoptose induite par TRAIL dans les cellules HT-29. La sensibilisation est 

permise par une accumulation dÕAA dans les cellules qui active la sphingomyŽlinase, ce qui 

dŽclenche un regroupement des rŽcepteurs DR5 dans des rŽgions riches en cŽramides et en 

cholestŽrol (Martin, Phillips et al. 2005).  

COX-2 peut aussi •tre associŽe ˆ une rŽsistance des cellules tumorale ˆ lÕapoptose 

extrins•que. Ainsi une autre Žtude a montrŽ que la surexpression de COX-2 dans des cellules 
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cancŽreuses colorectales conduit ˆ une diminution de lÕexpression de DR5. Cet effet 

sÕaccompagne dÕune rŽsistance des cellules ˆ lÕapoptose induite par TRAIL (Martin, Phillips 

et al. 2005). Cependant, le NS-398 et le CAY10404 peuvent sensibiliser les cellules SK-Hep1 

et HLE (hepatocarcinomes) ˆ lÕapoptose induite par TRAIL en activant lÕexpression des 

rŽcepteurs de TRAIL (DR4 et DR5) (Yamanaka et al. 2006). 

Dans le m•me type cellulaire (hepatocarcinomes), Li et al ont montrŽ que lÕinhibition de 

COX-2 par le mŽloxicam conduit ˆ une augmentation de lÕapoptose induite par FasL des 

cellules HepG2, Bel7402 et SMMC-7402. Des Žtudes in vivo sur des souris transgŽnique 

exprimant constitutivement COX-2 ont permis de montrer une rŽsistance ˆ lÕapoptose induite 

par FasL dans le foie (Casado et al. 2007). 

Les voies de survie cellulaire peuvent aussi •tre impliquŽes dans la modulation de lÕapoptose 

extrins•que. CÕest par exemple le cas de la voie PI3K/Akt. En effet, la lignŽe cellulaire 

MKN45 (carcinome gastrique) qui exprime COX-2 peut •tre sensibilisŽe ˆ lÕapoptose induite 

par FasL par le NS-398. LÕinhibiteur de COX-2 est responsable dÕune diminution de 

lÕexpression de PTEN et conduit ˆ une diminution de la phosphorylation de Bad et donc ˆ 

lÕapoptose (Honjo et al. 2005). Les effets des inhibiteurs de COX-2 sur lÕapoptose extrins•que 

sont reprŽsentŽs dans la figure 17 

 

1.4 COX-2 et la chimiothŽrapie 

 

COX-2 Žtant surexprimŽe dans de nombreux cancers, les inhibiteurs de COX-2 ont 

montrŽ des effets bŽnŽfiques en rŽduisant la prolifŽration cellulaire ou en induisant diverses 

voies de mort cellulaire, comme discutŽ dans la section 1.2 et 1.3. Ces effets ont suggŽrŽ 

lÕutilisation de ces inhibiteurs seuls ou en combinaison avec les thŽrapies antitumorales dŽjˆ 

existantes. Ainsi les inhibiteurs de COX-2 permettent de sensibiliser de nombreux types de 

cellules tumorales ˆ la radiothŽrapie, ˆ la thŽrapie photodynamique et ˆ la chimiothŽrapie 

(Sobolewski et al. 2010). Les cancers du sang sont principalement traitŽs par chimiothŽrapie. 

Par consŽquent, nous nÕŽvoquerons que les donnŽes bibliographiques concernant le lien entre 

COX-2 et la chimiothŽrapie. 
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Figure 17 : Actions inhibitrices des inhibiteurs de COX-2 sur lÕapoptose intrins•que et 

extrins•que.  

(DÕapr•s Sobolewski et al., 2010 avec modifications) 

Les inhibiteurs de COX-2 sont capables de moduler les deux voies apoptotiques (extrins•que 

et intrins•que) dans diffŽrents types cellulaires. Cette figure reprŽsente quelques exemples 

dÕinteractions dŽcrits dans le texte. LNCaP, prostate cancer; K562, leucŽmie myŽlo•de 

chronique; HT29, cancer colorectal; SK-Hep 1 and HLE, cellules dÕhepatocarcinome; HepG2, 

hepatocarcinome ; Be17402, cellules dÕhepatocarcinome ; SMMC-7402, hepatocarcinome; 

MG-63, ostŽosarcome. AIF: apoptosis inducing factor; Bcl-2, B cell lymphoma 2 ; Bid, Bcl-2 

interacting domain; Casp, caspase; Cyt, cytochrome c; DD, death domain; DED, Death 

effector domain; DISC, death inducing silencing complex; PI3K/PKB, phosphatidyl inositol-3 

kinase/protein kinase B; FADD, Fas associated death domain; GSH, glutathione; PTP, pore 

de transition de permŽabilitŽ; TNF, tumor necrosis factor; TRAIL, TNF-related-inducing-

apoptosis-ligand.factor) et du TCF (T-cell factor). Ces deux facteurs jouent un r™le dans la 

prolifŽration cellulaire (Grossmann 2002).  
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1.4.1 Les agents chimiothŽrapeutiques 

 

Les agents chimiothŽrapeutiques sont nombreux et agissent ˆ diffŽrents niveaux pour 

emp•cher la prolifŽration des cellules tumorales (Shapiro et al. 1999; Chabner et al. 2005 ) ou 

pour les Žliminer par apoptose. 

Les agents chimiothŽrapeutiques comprennent les inhibiteurs de la biosynth•se des 

acides nuclŽiques (Tableau 3). Dans ce groupe, il y a les antimŽtabolites, une classe de 

mŽdicaments utilisŽs en chimiothŽrapie et qui ont la propriŽtŽ d'emp•cher les cellules de 

fabriquer de nouveaux chromosomes et donc de se diviser. Ce groupe comporte aussi les 

inhibiteurs de la dihydrofolate rŽductase, une enzyme responsable de la formation de 

dŽsoxyribonuclŽotides ˆ partir de ribonuclŽotides, mais aussi les inhibiteurs dÕADN 

topoisomŽrases qui sont des enzymes assurant la spiralisation/dŽspiralisation de lÕADN au 

moment de la rŽplication. Les inhibiteurs de topoisomŽrases agissent en inhibant la phase de 

ligation apr•s coupure de lÕADN.  

Les substances qui rŽagissant avec lÕADN (Tableau 3) comportent les agents 

intercalants. Ces molŽcules ont plusieurs noyaux aromatiques provoquant une dŽformation de 

la molŽcule dÕADN et donc une inhibition de la progression des ADN et ARN polymŽrases 

(inhibition de la rŽplication et de la transcription). Les agents alkylants font aussi partie de ce 

groupe et remplacent un proton par un radical Ç alkyle È (rŽaction Žlectrophile), ce qui 

emp•che les brins dÕADN de se sŽparer pendant la rŽplication. 

Enfin, il y a les agents scindants qui se comportent comme des endonuclŽases, 

induisant ainsi des cassures de lÕADN comme la blŽomycine par exemple (Espinosa et al. 

2003). 

Les substances interagissant avec les protŽines du cytosquelette (Tableau 3), comme 

la tubuline, une protŽine composant les microtubules (alcalo•des de la pervenche). Les 

microtubules sont des structures protŽiques essentielles pour la mitose. Les microtubules 

constituent le fuseau mitotique qui permet la sŽparation et la migration des chromatides de 

chaque chromosome lors de la mitose (Espinosa, Zamora et al. 2003).  

Les petites molŽcules inhibitrices de tyrosine kinase (Tableau 3) inhibent lÕactivitŽ 

tyrosine kinase des rŽcepteurs de lÕEGF (EGFR ou appelŽ aussi Erb pour Ç Erythroblastic 

leukemia viral oncogene È) en inhibant la phosphorylation du rŽcepteur nŽcessaire ˆ la 

transduction du signal. Cette inhibition peut concerner un seul rŽcepteur, deux rŽcepteurs ou 

les quatre rŽcepteurs (Espinosa, Zamora et al. 2003) et conduit ˆ une diminution de la 

prolifŽration cellulaire.  
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Tableau 3 : Classification simplifiŽe de quelques agents chimiothŽrapeutiques 

Ci-dessous, un tableau rŽunissant plusieurs types dÕagents chimiothŽrapeutiques. Les donnŽes 

proviennent du Ç National Cancer Institute È (http://www.cancer.gov/cancertopics/druginfo/). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Inhibiteurs de la 

biosynth•se des 

acides nuclŽiques 

 

 

Anti-mŽtabolites 

Analogues de 

purines 

6-mercaptopurine 

Pentostatine 

Analogues de 

pyrimidines 

5-fluorouracile 

Inhibiteurs de la 

dihydrofolate 

rŽductase 

Analogues de 

lÕacide folique 

MŽthotrexate 

Autres Hydroxycarbamide 

 

Inhibiteurs de 

topoisomŽrases 

TopoisomŽrase-I IrinotŽcan 

TopotŽcan 

TopoisomŽrase-II ƒtoposide 

 

 

Substances 

rŽagissant avec 

lÕADN 

 

Agents intercalants 

 

Anthracyclines 

Doxorubicine 

Daunorubicine 

Epirubicine 

Anthrac•nediones Mitoxantrone 

 

Agents alkylants 

 

Bifonctionnels Cyclophosphamide 

NitrosourŽes Bendamustine 

Alkylsulfonates Busulphan 

Substances agissant 

sur le cytosquelette 

 

Alcalo•des de la 

pervenche 

 

Vinblastine, Vincristine, Taxanes (paclitaxel, 

docŽtaxel) 

 

Autres 

Inhibiteurs de 

tyrosine kinases 

Gefitinib, Lapatinib Ditosylate, Imatinib 

Anticorps 

monoclonaux 

Rituximab, Trastuzumab, BŽvacizumab 
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Les anticorps monoclonaux (immunothŽrapie) (Tableau 3), comme le rituximab 

(anti-CD20), le cetuximab (anti-HER) ou encore le trastuzumab (anti-HER-2) (Espinosa, 

Zamora et al. 2003) permettent de cibler spŽcifiquement des rŽcepteurs impliquŽs dans la 

prolifŽration des cellules cancŽreuses, comme par exemple les rŽcepteurs CD20, ou ceux de la 

famille EGFR. 

La chimiothŽrapie constitue le traitement de Ç premi•re ligne È des leucŽmies. 

Plusieurs molŽcules sont utilisŽes pour traiter ces maladies. LÕimatinib, qui est connu sous le 

nom de Ç GLIVEC' È, est par exemple utilisŽ dans le traitement de la leucŽmie myŽlo•de 

chronique. LÕadriamycine, le cyclophosphamide, la blŽomycine sont utilisŽs pour traiter les 

lymphomes. La chimiothŽrapie sÕaccompagne de nombreux effets secondaires ˆ cause du 

manque de spŽcificitŽ contre les cellules cancŽreuses des agents utilisŽs. Ces effets 

secondaires consistent en des probl•mes de fertilitŽ, une perte des cheveux (alopŽcie) par 

exemple, dÕo• lÕintŽr•t de chercher dÕautres traitements ou de combiner ces traitements avec 

dÕautres molŽcules afin de potentialiser les effets bŽnŽfiques et rŽduire les effets nŽfastes. 

 

1.4.2 ChimiothŽrapie et chimiorŽsistance 

 

La chimiothŽrapie peut sÕavŽrer inefficace avec le dŽveloppement de cellules 

rŽsistantes. La chimiorŽsistance a ŽtŽ dŽfinie par Goldin en 1989 (Goldin et al., 1989 ; Cazin 

et al., 1992) comme Ç un Žchec dans lÕobtention ou le maintien dÕune rŽponse 

thŽrapeutique È. La chimiorŽsistance peut •tre immŽdiate (rŽsistance primaire ou innŽe) ou 

appara”tre progressivement avec lÕexposition aux agents chimiothŽrapeutiques (rŽsistance 

acquise, ou secondaire). Les mŽcanismes de chimiorŽsistances sont tr•s variŽs et tr•s ŽtudiŽs 

(Cazin et al., 1992).  

Il peut sÕagir de surexpression de protŽines impliquŽes dans lÕimport ou lÕexport de 

substances. CÕest notamment le cas de glycoprotŽines de la famille ABC (ATP binding 

cassette) qui conduisent ˆ une rŽsistance croisŽe ˆ plusieurs agents chimiothŽrapeutiques de 

structures diffŽrentes. Ces protŽines fonctionnent comme des pompes qui vont permettre une 

diminution de la concentration intracellulaire en agents chimiothŽrapeutiques, via un syst•me 

de transport actif dŽpendant de lÕATP. Ces transporteurs sont constitutivement exprimŽs dans 

certains tissus, comme le foie, les reins, les poumons, le c™lon o• ils contribuent ˆ la 

dŽtoxification des xŽnobiotiques. Plusieurs glycoprotŽines de cette famille sont connues pour 
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conduire ˆ un phŽnotype MDR et sont de ce fait impliquŽes dans lÕŽchec thŽrapeutique de 

plusieurs types de tumeurs. Dans ce contexte, la glycoprotŽine-P (permŽase) (ABCB1) (Van 

der Bliek et al., 1989), les protŽines MRP1-6 (multidrug resistant-associated protein) 

retrouvŽes dans les cancers du sein, BCRP (Breast cancer resistance protein) qui conduit ˆ 

une chimiorŽsistance dans les cancers du sein (Luqmani 2005). La glycoprotŽine-P, qui est la 

plus connue des protŽines de la famille ABC conduit ˆ une rŽsistance aux anthracyclines, aux 

alcalo•des de la pervenche, ˆ lÕŽtoposide, ˆ la camptothŽcine, aux anthrac•nes (Sharom 2008). 

La surexpression dÕenzymes impliquŽes dans la dŽtoxification conduit aussi ˆ une 

chimiorŽsistance. La glutathion S-transfŽrase (GST) permet par exemple de conjuguer divers 

composŽs Žlectrophiles avec le GSH. La rŽaction permet de rendre les xŽnobiotiques plus 

hydrosolubles, permettant une meilleure excrŽtion (Gresner et al. 2007). DÕune mani•re 

similaire, la famille des cytochromes P450 permet la dŽtoxification des cellules en rŽalisant 

une oxydation du xŽnobiotiques qui conduit ˆ leur dŽgradation. (Grant et al. 1995) 

Les altŽrations quantitative et/ou qualitative de la cible conduisent aussi ˆ un 

phŽnotype rŽsistant. Dans ce cas, lÕagent chimiothŽrapeutique est soit incapable de 

reconna”tre sa cible, soit en quantitŽ insuffisante pour inhiber la totalitŽ de la cible (par 

exemple, amplification du g•ne codant la dihydrofolate rŽductase (Schimke et al., 1984) et la 

thymidylate synthase (Clark et al., 1987), des cibles du mŽthotrexate et du 5-fluoro-uracile (5-

FU) (Goker et al., 1998). 

La chimiorŽsistance peut aussi •tre la consŽquence dÕune diminution de la sensibilitŽ 

des cellules cancŽreuses ˆ lÕapoptose. Une surexpression de protŽines anti-apoptotiques, 

comme par exemple la protŽine Bcl-2, peut conduire ˆ une diminution de lÕapoptose induite 

par des agents chimiothŽrapeutiques (Kitagawa, Wong et al. 1996; Ciardiello and Tortora 

2002 ). Par ailleurs, la diminution de lÕexpression de facteurs pro-apoptotiques peut aussi •tre 

observŽe comme par exemple une diminution de lÕexpression de Bax dans le cancer du c™lon. 

(Rampino, Yamamoto et al. 1997). 

Une augmentation de la rŽparation des lŽsions peut aussi conduire ˆ une 

chimiorŽsistance. CÕest par exemple le cas  lors de lÕinduction de lÕexpression dÕenzymes 

impliquŽes dans la rŽparation des altŽrations causŽs par lÕagent chimiothŽrapeutique (par 

exemple, PARP) (D'Andrea 2010).  

Plus rŽcemment, lÕautophagie a ŽtŽ associŽe ˆ la chimiorŽsistance des cellules 

tumorale. LÕautophagie est un processus caractŽrisŽ par la destruction des constituants 

intracellulaires par les cellules (par exemple, des protŽines ou des organites). Ce mŽcanisme 

permet le Ç recyclage È des protŽines en assurant la dŽgradation des protŽines endommagŽes. 
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Ce processus est induit dans des conditions de stress comme la privation de facteurs de 

croissance afin dÕemp•cher la mort cellulaire. LÕautophagie commence par la formation de 

vacuoles appelŽes Ç autophagosomes È qui capturent des parties du cytoplasme, des organites 

(par exemple, les mitochondries). Ces vacuoles fusionnent ensuite avec des lysosomes 

formant ainsi des autophagolysosomes. Cette Žtape sÕaccompagne de la dŽgradation du 

contenu des autophagolysosomes par le biais des enzymes lysosomiales (par exemple, les 

cathepsines). LÕautophagie correspond ainsi ˆ une voie mŽtabolique qui permet la survie des 

cellules tumorales. Cependant si ce processus est exacerbŽ, il peut aussi conduire ˆ la mort 

cellulaire par apoptose. LÕautophagie, avec lÕapoptose, contribuent ˆ lÕhomŽostasie tissulaire 

en Žliminant les cellules endommagŽes (mort cellulaire de type II) (Maiuri et al. 2007). Par 

consŽquent, une dŽrŽgulation de lÕautophagie caractŽrise la plupart des cancers (Maiuri, 

Zalckvar et al. 2007). Les relations entre lÕapoptose et lÕautophagie sont actuellement peu 

connues car dans certains cas, lÕautophagie permet une adaptation des cellules au stress 

comme la privation de facteurs de croissance, ce qui conduit ˆ une inhibition de lÕapoptose. 

Dans dÕautres cas, lÕautophagie peut induire lÕapoptose (Maiuri, Zalckvar et al. 2007). Par 

ailleurs, des stimuli similaires peuvent induire lÕapoptose et lÕautophagie (Maiuri, Zalckvar et 

al. 2007). Le fait que COX-2 module lÕapoptose et quÕil existe des liens entre lÕapoptose et 

lÕautophagie sugg•re que COX-2 peut jouer un r™le dans lÕautophagie. Cependant, peu 

dÕŽtudes sur le lien entre COX-2 et ce processus ont ŽtŽ publiŽes. Une Žtude a montrŽ que le 

sulfure de sulindac (AINS) induit lÕapoptose des cellules HT-29. Cet effet est augmentŽ par le 

traitement des cellules avec de la 3-mŽthyladŽnine, un inhibiteur de lÕautophagie (Bauvy et al. 

2001). Ces rŽsultats sugg•rent donc que lÕautophagie inhibe lÕapoptose induite par le sulfure 

de sulindac. 

 

1.4.3 Les inhibiteurs de COX-2 en combinaison avec la chimiothŽrapie 

 

Les inhibiteurs de COX-2 ont rŽvŽlŽ une capacitŽ ˆ sensibiliser les cellules tumorales 

aux agents chimiothŽrapeutiques dans plusieurs mod•les mais aussi dans des essais cliniques. 

Le cancer colorectal est particuli•rement concernŽ par la chimiorŽsistance. Une Žtude a rŽvŽlŽ 

que le naprox•ne et lÕindomŽtacine sont capables dÕinhiber lÕexpression et lÕactivitŽ de la 

glycoprotŽine-P dans la lignŽe CACO-2 (lignŽe de cancer colorectal) (Zrieki, Farinotti et al. 

2008). Une autre Žtude a montrŽ que le mŽloxicam inhibe lÕexpression de cette m•me protŽine 

dans les cellules HL60 (leucŽmie humaine ˆ promyŽlocyte) et des cellules leucŽmiques de 
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patients atteints de leucŽmie myŽlo•de aigu‘ (Puhlmann et al. 2005). DÕautres travaux ont mis 

en Žvidence une diminution de lÕexpression de MDR1 par des inhibiteurs de COX-2 comme 

par exemple le cŽlŽcoxib qui inhibe lÕinduction de MDR1 par la doxorubicine dans les 

cellules MCF-7 (lignŽe de cancer du sein Ïstrog•ne dŽpendante) (Chen et al. 2011).  

La combinaison des inhibiteurs de COX-2 avec les agents chimiothŽrapeutiques a ŽtŽ ŽtudiŽe 

par Liu et al . Les auteurs ont montrŽ que le cŽlŽcoxib augmente la sensibilitŽ des cellules 

MG-63 (ostŽosarcome) au cisplatine en diminuant lÕexpression des protŽines anti-

apoptotiques comme la survivine et Bcl-2 et en inhibant la voie de survie PI3K/Akt (qui 

phosphoryle la protŽine pro-apoptotique Bad et entra”ne alors sa sŽquestration dans le 

cytoplasme par la protŽine 14-3-3). Il a aussi ŽtŽ dŽmontrŽ que la combinaison du NS-398 et 

du chlorambucile, un agent alkylant, permet dÕaugmenter lÕapoptose des cellules de LLC-B 

(leucŽmie lympho•de chronique ˆ cellules B) provenant de patients (Secchiero, Barbarotto et 

al. 2005). Le NS-398 est aussi capable dÕaugmenter lÕeffet cytotoxique de la gemcitabine, un 

antimŽtabolite analogue de la 2Õ-dŽsoxycytidine, sur les cellules A549ACA (lignŽe 

dÕadŽnocarcinome du poumon) en activant lÕapoptose (Chen et al. 2008). DÕautre part, la 

combinaison conduit ˆ une inhibition de la prolifŽration cellulaire avec une accumulation des 

cellules en phase G0/G1 du cycle cellulaire et une augmentation de lÕexpression de p21 

(Chen, Xiao et al. 2008). 

Toutes ces donnŽes sugg•rent que les inhibiteurs de COX-2 peuvent sensibiliser 

diffŽrents types de cellules tumorales ˆ plusieurs agents chimiothŽrapeutiques. Ces donnŽes 

montrent que les inhibiteurs de COX-2 sont des molŽcules prometteuses en cancŽrologie, 

notamment pour les cellules ayant acquit un phŽnotype MDR. Plusieurs essais cliniques dŽjˆ 

ont ŽtŽ rŽalisŽs. Ainsi, le cŽlŽcoxib est en Žtude clinique de phase II en combinaison avec le 

paclitaxel, le carboplatine et la radiothŽrapie sur des patients avec des cancers du poumon non 

ˆ petites cellules (Mutter et al. 2009).  
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2 Objectifs 

2.1 Hypoth•se gŽnŽrale de travail 

 

Le lien entre COX-2 et le dŽveloppement de cancers est aujourdÕhui connu. Ce lien 

est notamment connu pour les tumeurs dites Ç solides È (par exemple, le cancer du sein ou du 

c™lon). Cependant, il y aurait aussi un r™le de COX-2 dans la prolifŽration cellulaire et 

lÕapoptose des cellules cancŽreuses provenant de leucŽmies et de lymphomes. Les inhibiteurs 

de COX-2 pourraient donc avoir des effets bŽnŽfiques en thŽrapie anti-cancŽreuse. Quels sont 

les mŽcanismes dÕaction des inhibiteurs de COX-2 sur le cycle cellulaire et lÕapoptose ? Notre 

projet a pour but de rŽpondre ˆ cette question et particuli•rement sur plusieurs mod•les 

dÕhŽmopathies (les lignŽes cellulaires Hel, Jurkat, K562, Raji et U937). 

 

2.2 Objectifs spŽcifiques 

 

1- La premi•re partie de ce projet consistera ˆ Žtudier lÕeffet des inhibiteurs de COX-

2 sur la prolifŽration et le cycle cellulaire des diffŽrentes lignŽes cellulaires. En effet, lÕeffet 

des inhibiteurs de COX-2 sur le cycle cellulaire nÕest pas encore clairement dŽfini et surtout 

dans les mod•les hŽmatopo•Žtiques. Afin dÕatteindre cet objectif, nous utiliserons trois 

inhibiteurs sŽlectifs de COX-2 qui sont le cŽlŽcoxib, le nimŽsulide et le NS-398. Ces 

inhibiteurs agissent de fa•on diffŽrente pour inhiber COX-2. Afin de comprendre lÕeffet de 

ces molŽcules sur le cycle cellulaire, nous Žvaluerons lÕexpression de protŽines impliquŽes 

dans la progression ou lÕinhibition de celui-ci, comme les protŽines p16, p21 ou p27 mais 

aussi la cycline D1, PCNA et c-Myc par RT-PCR en temps rŽel et par Western Blot. Nous 

dŽterminerons aussi si lÕeffet induit par les inhibiteurs de COX-2 est dŽpendent ou non de 

lÕinhibition de COX-2, en Žtudiant la synth•se de PGE2 par exemple. 

 

2- Les inhibiteurs de COX-2 ont dŽmontrŽ une capacitŽ ˆ sensibiliser les cellules 

tumorales aux chimiothŽrapies. Cet effet a surtout ŽtŽ ŽtudiŽ pour les tumeurs solides mais a 

ŽtŽ peu abordŽ pour les mod•les hŽmatopo•Žtiques. Notre Žtude consistera donc ˆ Žtudier 

lÕeffet des inhibiteurs de COX-2 sur lÕapoptose induite par diffŽrents agents 
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chimiothŽrapeutiques. LÕapoptose sera en premier lieu ŽtudiŽe par observation de la 

morphologie nuclŽaire. Par ailleurs, lÕeffet des inhibiteurs de COX-2 sur les mŽcanismes 

fondamentaux de lÕapoptose sera aussi ŽtudiŽ, comme lÕactivation/lÕexpression des protŽines 

pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Bax, Bak, Bcl-2, Bcl-xL), lÕactivation des caspases (par 

exemple, la caspase-3, la caspase-8, la caspase-9), la diminution du potentiel membranaire 

mitochondrial, la libŽration du cytochrome c. 

 

3- Dans la troisi•me partie du projet, nous essayerons de combiner les inhibiteurs de 

COX-2 avec des substances dÕorigine naturelle ayant aussi des propriŽtŽs anti-inflammatoires 

et antitumorales. Cette combinaison a dŽmontrŽ des effets bŽnŽfiques pour des tumeurs 

solides avec notamment des effets additifs ou synergiques en terme dÕinhibition de la 

prolifŽration cellulaire ou dÕinduction dÕapoptose. Cependant une telle stratŽgie nÕa jamais ŽtŽ 

ŽtudiŽe pour les cancers du sang. LÕŽtude portera particuli•rement sur la curcumine, une 

molŽcule qui a dŽjˆ dŽmontrŽ de nombreuses propriŽtŽs anti-inflammatoires et antitumorales. 

Nous Žtudierons lÕeffet de cette combinaison sur la prolifŽration, le cycle cellulaire et 

lÕapoptose de nos diffŽrentes lignŽes cellulaires 

 

4- Enfin, nous utiliserons le 2,5 dimŽthyl-cŽlŽcoxib (DMC), un analogue de cŽlŽcoxib 

ne possŽdant pas la capacitŽ dÕinhiber lÕactivitŽ de COX-2. De nombreuses Žtudes ont 

dŽmontrŽ que les effets secondaires des inhibiteurs de COX-2 Žtaient la consŽquence de 

lÕinhibition de lÕactivitŽ de lÕenzyme. Afin de voir si cet analogue poss•de les m•mes 

propriŽtŽs que le cŽlŽcoxib, Nous Žtudierons lÕeffet de cette molŽcule sur la prolifŽration et 

lÕapoptose de nos diffŽrentes lignŽes cellulaires. 
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3 MatŽriels et mŽthodes 

3.1 LignŽes cellulaires et traitements 

3.1.1 LignŽes cellulaires 

 

- La lignŽe U937 a ŽtŽ Žtablie ˆ partir de cellules malignes prŽlevŽes dans lÕŽpanchement 

pleural dÕun homme de 37 ans atteint dÕun lymphome histiocytique diffus en 1974 

(Sundstrom et al. 1976). Ces cellules ont des propriŽtŽs de monocytes et expriment des 

marqueurs de cette lignŽe comme le rŽcepteur au facteur C3 du complŽment.  

- La lignŽe JURKAT a ŽtŽ Žtablie ˆ partir de cellules pŽriphŽriques dÕun patient de 14 ans 

atteint dÕune leucŽmie aigu‘ ˆ cellules T (Schneider et al. 1977). 

- La lignŽe Raji a ŽtŽ Žtablie ˆ partir de cellules provenant de la glande maxillaire dÕun 

patient africain de 11 ans atteint dÕun lymphome de Burkitt en 1963 (Pulvertaft 1974). 

- La lignŽe K562 est une lignŽe continue Žtablie ˆ partir des cellules dÕune leucŽmie myŽlo•de 

chronique en phase blastique terminale, prŽlevŽe dans le liquide pleural dÕune patiente de 53 

ans (Lozzio and Lozzio 1975). Il sÕagit de cellules indiffŽrenciŽes, capables de sÕorienter vers 

lÕune des trois lignŽes circulantes : Žrythro•de, granulocytaire, monocytaire. Les K562 se 

caractŽrisent par le chromosome de Philadelphie qui rŽsulte de la translocation rŽciproque 

entre les chromosomes 9 et 22. Au cours de cette translocation, le protooncog•ne c-Abl 

normalement prŽsent sur le chromosome 9 fusionne avec le g•ne BCR (break point cluster 

region) situŽ sur le chromosome 22 (Woessmann et al. 2001). Le g•ne hybride qui rŽsulte de 

cette translocation conduit ˆ la synth•se dÕune protŽine de fusion BCR-ABL ˆ activitŽ 

tyrosine kinase constitutive (McGahon, Bissonnette et al. 1994). 

- La lignŽe Hel est une lignŽe qui a ŽtŽ Žtablie ˆ partir du sang pŽriphŽrique dÕun homme ‰gŽ 

de 30 ans atteint dÕune ŽrythroleucŽmie (Martin et al. 1982). Ce sont des cellules leucŽmiques 

qui expriment diffŽrents phŽnotypes mŽgacaryocytaires.  

 

Les lignŽes cellulaires proviennent de DSMZ (Deutsche Sammlung von 

Mikroorganismen und Zellkulturen, Allemagne). La culture cellulaire de ces diffŽrentes 

lignŽes a ŽtŽ effectuŽe dans du milieu RPMI 1640 (Lonza, Verviers, Belgique) supplŽmentŽ 

de 10 % de sŽrum de veau fÏtal (SVF) (Sigma-Aldrich, Bornem, Belgique) ainsi que de 1 % 
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dÕun mŽlange dÕantibiotiques et antimycotiques (pŽnicilline, streptomycine) (Lonza) sous une 

atmosph•re de 5% CO2, ˆ 37¡C.  

3.1.2 Traitements 

 

Les cellules ont subi diffŽrents traitements durant ce projet. Les diffŽrentes 

substances utilisŽes sont rŽcapitulŽes dans le tableau 4. Pour les traitements, les cellules ont 

ŽtŽ ensemencŽes ˆ une concentration allant de 200000 ˆ 500000 cellules/mL. LÕeffet des 

traitements a ŽtŽ comparŽ aux Žchantillons contr™les, cÕest ˆ dire traitŽs par le solvant seul 

(DMSO). 

 

3.2 ƒtude de la prolifŽration cellulaire 

3.2.1 Coloration dÕexclusion au bleu de trypan 

 

La prolifŽration cellulaire a ŽtŽ ŽtudiŽe par coloration dÕexclusion au bleu de trypan. 

Seules les cellules mortes permettent lÕentrŽe de ce composŽ car leur membrane plasmique est 

permŽable. Ainsi les cellules vivantes, gr‰ce ˆ lÕintŽgritŽ de leur membrane plasmique 

apparaissent blanches en microscopie. Les cellules blanches ont ŽtŽ dŽnombrŽes ˆ lÕaide dÕune 

cellule de Malassez. Les rŽsultats ont ŽtŽ reprŽsentŽs par la concentration cellulaire (nombre 

de cellules vivantes/mL). 

 

3.2.2 Marquage au Carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester (CFSE) 

 

Le CFSE sÕaccumule dans les cellules et la quantitŽ de CFSE dans chaque cellule est 

divisŽe par deux ˆ chaque division cellulaire. Ainsi, plus les cellules prolif•rent, plus 

lÕintensitŽ de fluorescence diminue. 

Un million de cellules ont ŽtŽ lavŽes deux fois dans du PBS (phosphate buffered 

saline) (137mM NaCl, 2,7mM KCl, 4,3mM Na2HPO4, 1,4mM KH2PO4), puis resuspendues 

dans une solution de PBS contenant 0,1% de ASB et 0,2%M de CFSE (Sigma Aldrich). Les 

cellules ont alors ŽtŽ incubŽes pendant 10 min ˆ 37¡C, puis lavŽes deux fois dans du PBS 1X 

et enfin resuspendues dans du milieu de culture ˆ une concentration de 200000 cellules/mL. 

Les cellules ont ensuite ŽtŽ traitŽes et la fluorescence a ŽtŽ mesurŽe par cytomŽtrie en flux ˆ 
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t =0, 24h et 48h de traitement.  

Tableau 4 : ComposŽs utilisŽs pour le traitement des diffŽrentes lignŽes cellulaires. 

Le nom des molŽcules ainsi que les concentrations et les temps dÕexposition, utilisŽs pour 

notre Žtude, sont indiquŽs dans le tableau suivant. 

 

MolŽcules Fournisseur Fonction(s) Concentrations 

utilisŽe(s) 

Temps dÕexpositions 

des cellules 

Actinomycine D Sigma Aldrich Inhibiteur de 

transcription  

5! g/mL 1h 

CamptothŽcine Sigma Aldrich Inhibiteur de 

topoisomŽrase-I 

100!M 24h 

CŽlŽcoxib Pharmacia 

Celebrex(  

Inhibiteur spŽcifique 

de COX-2 

10-40! M JusquÕˆ 72h 

Cisplatine TEVA PHARMA  Agent alkylant 100!M 8h-24h 

Cycloheximide Sigma Aldrich Inhibiteur de la 

traduction protŽique 

10! g/mL 1h 

Cytarabine TEVA PHARMA  Analogue de 

cytosines 

10! M 24h 

Doxorubicine Sigma Aldrich Agent intercalant 4! M 8h 

ƒtoposide Sigma Aldrich  Inhibiteur de 

topoisomŽrase-2 

100!M 5-24h 

FasL Millipore  Inducteur de 

lÕapoptose 

extrins•que 

50ng/mL 16h 

HŽmine MP-Biomedicals Contr™le positif pour 

le test des benzidines 

30! M 72h 

H2O2 Sigma Aldrich Inducteur de stress 

oxydant 

500!M 1h 

Il -1"  Pepro Tech Cytokine pro-

inflammatoire  

10-50ng/mL 24h 
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MolŽcules Fournisseur Fonction(s) Concentrations 

utilisŽe(s) 

Temps dÕexpositions 

des cellules 

IrinotŽcan Pfizer Inhibiteur de topoisomŽrase-I 10! M 24h 

MŽthotrexate TEVA 

PHARMA  

AntimŽtabolite 2mM 24h 

NimŽsulide Cayman 

Chemical 

Inhibiteur prŽfŽrentiel de COX-

2 

10-100!M JusquÕˆ 72h 

NS-398 Cayman 

Chemical 

Inhibiteur prŽfŽrentiel de COX-

2 

10-100!M JusquÕˆ 72h 

PD98059 Promega Inhibiteur spŽcifique de 

ERK1/2 

25! M 1h 

Phorbol 12-myristate-

13 acŽtate (PMA) 

Sigma 

Aldrich  

Promoteur tumoral 160nM 24h 

Prostaglandine E2 Sigma 

Aldrich  

Eicosano•de dŽrivŽ de lÕacide 

arachidonique 

1pM-100nM 1h 

SB203580 Promega Inhibiteur spŽcifique de 

p38MAPK 

25! M 1h 

TNF# Pepro Tech Inducteur de lÕapoptose 

extrins•que 

20ng/mL 8h-24h 

TRAIL Millipore  Cytokine se fixant sur les 

rŽcepteurs TRAIL-R (apoptose 

extrins•que) 

5ng/mL 8h 
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Le CFSE est excitŽ ˆ 492 nm et Žmet ˆ 517 nm. LÕanalyse par cytomŽtrie a ŽtŽ 

rŽalisŽe pour 10000 ŽvŽnements/Žchantillon ˆ lÕaide du logiciel CellQuest. Les donnŽes 

rŽcoltŽes ont ŽtŽ analysŽes ˆ lÕaide du logiciel Flow-Jo.8.8.5. 

 

3.2.3 Mesure de lÕindex mitotique par coloration de May GrŸnwald GIEMSA 

 

La prolifŽration cellulaire a ŽtŽ ŽtudiŽe par estimation de lÕindex mitotique (Hoffman 

1949), cÕest-ˆ-dire le pourcentage de cellules en mitose, comprenant les cellules en prophase, 

mŽtaphase, anaphase et cytodiŽr•se. Les cellules mitotiques ont ŽtŽ mises en Žvidence par 

morphologie cellulaire apr•s une coloration de May-GrŸnwald-Giemsa. Il sÕagit dÕune 

mŽthode de coloration tr•s utilisŽe en hŽmatologie pour analyser et caractŽriser les cellules du 

sang. Elle repose sur lÕaction de deux colorants neutres. Le premier, le May GrŸnwald, qui 

contient de lÕŽosine, un colorant acide permettant de colorer le cytoplasme, et du bleu de 

mŽthyl•ne, un colorant basique, qui va permettre de colorer le noyau et les granulations 

cytoplasmiques basophiles. Le second, le GIEMSA contient de lÕŽosine, du bleu de mŽthyl•ne 

et de lÕazur de mŽthyl•ne, un colorant basique. Les colorants acides permettent de colorer les 

rŽsidus basiques (ADN, cytoplasme des lymphocytes) et on parle alors de Ç basophilie È. Ë 

lÕinverse, les colorants basiques colorent les ŽlŽments acides. Ces ŽlŽments seront qualifiŽs de 

Ç acidophile È ou Ç Žosinophile È comme le cytoplasme des hŽmaties par exemple. 

Ces deux colorants sont solubilisŽs dans de lÕalcool mŽthylique dans lequel ils sont inactifs. 

CÕest le contact avec lÕeau qui permet dÕactiver les colorants. En effet, les sels se dissocient 

alors en colorant acide (Žosine) et basique (bleu et azur de mŽthyl•ne). Par ailleurs, ce type de 

coloration permet de rŽvŽler toutes les Žtapes de la mitose (Sideris et al. 1984).  

La morphologie des cellules peut varier en cas de diffŽrenciation cellulaire, de sŽnescence, 

dÕautophagie, dÕapoptose ou de nŽcrose. La morphologie des cellules peut aussi •tre observŽe 

par ce protocole. 

Cent mille cellules ont ŽtŽ dŽposŽes sur une lame qui a ensuite ŽtŽ centrifugŽe par 

Ç cytofuge È (StatSpin, Aartselaar, Belgique). Les lames ont ensuite ŽtŽ plongŽes dans une 

solution de May-GrŸnwald (Merck, Leuven, Belgium) pendant 5 minutes puis dans une 

solution de May-GrŸnwald diluŽe au 1/4 dans de lÕeau distillŽe pendant 2 minutes. Enfin, les 

lames ont ŽtŽ immergŽes dans du colorant GIEMSA (Merck) diluŽ au 1/20 dans de lÕeau 

distillŽe pendant 15 min, puis rincŽes ˆ lÕeau distillŽe et sŽchŽes avant dÕ•tre observŽes par 

microscopie photonique classique.  
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3.3 Etude du cycle cellulaire 

3.3.1 Marquage ˆ lÕiodure de propidium 

 

Le cycle cellulaire a ŽtŽ ŽtudiŽ par cytomŽtrie en flux. Un million de cellules de 

chaque Žchantillon ont ŽtŽ prŽlevŽes et lavŽes au PBS (centrifugation ˆ 350g). Le culot a 

ensuite ŽtŽ resuspendu dans 500 %L dÕŽthanol ˆ 70 % ˆ 4¡C afin de fixer les cellules. Puis les 

Žchantillons ont ŽtŽ placŽs ˆ 4 ¡C pendant 30 minutes puis lavŽs deux fois au PBS 1X 

(centrifugation ˆ 280g) et resuspendus dans 500 %L dÕune solution de PBS contenant de la 

RNase (100 %g/mL) (Sigma Aldrich) et de lÕiodure de propidium (1 %g/mL) (Sigma Aldrich). 

Les Žchantillons ont ensuite ŽtŽ analysŽs par cytomŽtrie en flux en utilisant le capteur FL2. 

LÕanalyse par cytomŽtrie a ŽtŽ rŽalisŽe pour 10000 ŽvŽnements/Žchantillon ˆ lÕaide du logiciel 

CellQuest. Les donnŽes rŽcoltŽes ont ŽtŽ analysŽes ˆ lÕaide du logiciel Flow-Jo.8.8.5.  

 

3.3.2 Marquage pour lÕantig•ne nuclŽaire Ki-67 

 

LÕantig•ne nuclŽaire Ki-67 est une protŽine de 360 kDa exprimŽe par les cellules qui 

prolif•rent (Schluter et al. 1993). Ki-67 nÕest pas exprimŽ dans les cellules en phase G0 du 

cycle cellulaire (Schluter, Duchrow et al. 1993). Le marquage de Ki-67 a ŽtŽ rŽalisŽ ˆ lÕaide 

du kit cytofix/cytoperm de BD Biosciences, comme dŽcrit prŽcŽdemment. Pour le marquage, 

lÕanticorps primaire a ŽtŽ utilisŽ ˆ la dilution de 1/80, pendant 1h ˆ tempŽrature ambiante. 

Pour lÕanticorps secondaire couplŽ ˆ la FITC, la dilution est de 1/50. Le marquage a ŽtŽ 

observŽ par microscopie ˆ fluorescence et quantifiŽ par cytomŽtrie en flux. Les donnŽes 

rŽcoltŽes ont ensuite ŽtŽ analysŽes ˆ lÕaide du logiciel Flow-Jo.8.8.5. 

 

3.4 Extractions de protŽines totales 

 

Les protŽines totales ont ŽtŽ extraites ˆ partir de dix millions de cellules. Les cellules 

sont dÕabord lavŽes au PBS deux fois puis lysŽes avec une solution M-PER( (Mammalian 

Protein Extraction Reagent) (ThermoFisher, Erembodegem, Belgique) mŽlangŽe ˆ un cocktail 

dÕinhibiteurs de protŽases ainsi quÕavec un cocktail dÕinhibiteurs de phosphatases selon les 

instructions du fournisseur (Roche, Luxembourg, Luxembourg). Apr•s lÕajout de la solution 
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de lyse, les cellules ont ŽtŽ placŽes ˆ 4¡C sous agitation (Vortex) pendant quinze minutes puis 

les Žchantillons ont ŽtŽ centrifugŽs ˆ 4¡C ˆ 15000g pendant 15 minutes. Le surnageant 

rŽsultant de cette centrifugation contenant les extraits protŽiques totaux a ŽtŽ rŽcupŽrŽ. Les 

protŽines ont ŽtŽ dosŽes par la mŽthode de Bradford (Bradford 1976).  

Pour lÕŽtude de la stabilitŽ des protŽines, les cellules ont ŽtŽ traitŽes par le 

cycloheximide, un antibiotique qui bloque la synth•se protŽique (Siegel et al. 1963). Dans 

notre Žtude, les cellules ont ŽtŽ traitŽes ˆ la concentration finale de 10%g/mL pendant 5, 10, 

20, 40 et 60 minutes. 

 

3.5 Analyse de lÕexpression des protŽines par Western Blot 

 

Le Western Blot (ou immunoblot) est une technique qui permet de dŽterminer le 

niveau dÕexpression des protŽines dans les cellules. Les protŽines sont identifiŽes selon leur 

poids molŽculaire. La sŽparation des protŽines selon leur poids molŽculaire se fait par 

Žlectrophor•se. L'Žlectrophor•se est la migration de particules chargŽes placŽes sous 

l'influence d'un champ Žlectrique ˆ travers un gel de polyacrylamide en prŽsence de Sodium 

DodŽcylSulfate (SDS). Il sÕagit alors de SDS-PAGE (SDS-PolyAcrylamide Gel 

Electrophoresis). 

Les quantitŽs de protŽines comprises entre 5 et 40 %g ont ŽtŽ mŽlangŽ ˆ un m•me 

volume de tampon de chargement, (5% de 2-MercaptoŽthanol p/v, 20% de glycŽrol p/v, 4% 

de SDS p/v et 0,005% de bleu de bromophŽnol p/v). Le !-mercaptoŽthanol sert ˆ dŽnaturer les 

structures secondaires des protŽines. Le glycŽrol facilite le dŽp™t des protŽines. Le bleu de 

bromophŽnol permet de suivre lÕŽvolution de la migration. La derni•re Žtape de prŽparation 

des Žchantillons consiste ˆ ajouter du SDS (permettant de charger les protŽines nŽgativement) 

et de faire chauffer les Žchantillons (100¡C). La tempŽrature dÕŽchauffement pour lÕŽtude de 

la protŽine PARP est de 80¡C. Les Žchantillons ont ensuite ŽtŽ refroidis rapidement ˆ 4 ¡C. 

Les Žchantillons ont ŽtŽ dŽposŽs dans le gel de concentration (4% acrylamide) pour migration. 

LÕŽlectrophor•se a ŽtŽ rŽalisŽe dans du tampon dÕŽlectrophor•se (25mM Tris, 192mM 

glycine, 0,1% SDS, pH 8,3). LÕisotachophor•se se fait ˆ 10 mA /gel pendant 20 min et la 

migration ˆ 20 mA/gel pendant 1h. Apr•s migration, il sÕagit de transfŽrer les protŽines sur 

une membrane de polyVinylidineDiFluoride (PVDF) (GE Healthcare, Pays-Bas). Cette Žtape 

nŽcessite au prŽalable lÕactivation de la membrane par un bain de mŽthanol pendant 30 

secondes suivis dÕun rin•age ˆ lÕeau distillŽe. Puis les membranes ont ŽtŽ placŽes dans du 
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tampon de transfert (2,5mM Tris, 0,2M glycine, 20% mŽthanol v/v) pendant 15 min sous 

agitation. 

Apr•s le transfert, les membranes de PVDF ont ŽtŽ incubŽes pendant 1h ˆ 

tempŽrature ambiante sous agitation dans une solution de lait/PBS-TWEEN ˆ 5% (m/v) ou 

dans une solution de ASB (albumine sŽrique bovine)/PBS TWEEN 5% (m/v) (en fonction de 

la protŽine ŽtudiŽe). Les membranes ont ensuite ŽtŽ incubŽes dans une solution de lait ou de 

ASB/PBS-TWEEN 5% contenant lÕanticorps primaire dÕintŽr•t. Les temps dÕincubation, ainsi 

que les dilutions dÕanticorps utilisŽes ont ŽtŽ rŽcapitulŽs dans le tableau 5. Les membranes ont 

ensuite ŽtŽ incubŽes avec un anticorps secondaire pendant 1h possŽdant une peroxydase 

(horseradish peroxidase, HRP), puis incubŽes dans une solution de substrat (GE Healthcare, 

Pays-Bas) dont le produit, obtenu par lÕenzyme couplŽe ˆ lÕanticorps secondaire, est 

luminescent. Il sÕagit donc lˆ dÕune rŽaction de chimiluminescence. Les signaux lumineux ont 

ŽtŽ recueillis sur un film dÕautoradiographie (HyperfilmTM, GE Healthcare). 

 

3.6 Analyse de lÕexpression de g•nes au niveau de lÕARNm par RT-PCR 

3.6.1 Extraction et purification des ARNm 

 

Dix millions de cellules ont ŽtŽ lysŽes ˆ lÕaide dÕune solution de TRIzol( 

(Invitrogen). Le lysat a ŽtŽ homogŽnŽisŽ et placŽ 5 min ˆ 22¡C. Puis, 0,2 mL de chloroforme 

ont ŽtŽ ajoutŽs au lysat. Le mŽlange a ensuite ŽtŽ agitŽ pendant 15 secondes et incubŽ ˆ 

tempŽrature ambiante pendant 3 min. Apr•s centrifugation des Žchantillons pendant 15 min ˆ 

12000g ˆ 4¡C, la phase aqueuse a ŽtŽ rŽcupŽrŽe et placŽe dans un autre tube. 

La seconde Žtape de ce protocole consiste ˆ prŽcipiter lÕARNm. LÕisopropanol 

permet cette prŽcipitation (0,5 mL sont ajoutŽs ˆ la phase aqueuse). Le mŽlange a ŽtŽ agitŽ 

vigoureusement puis incubŽ pendant 10 min ˆ tempŽrature ambiante. Puis, les Žchantillons ont 

ŽtŽ centrifugŽs pendant 10 min ˆ 12000g ˆ 4¡C. Le surnageant a ŽtŽ retirŽ et le culot dÕARN 

(culot blanc) a ŽtŽ lavŽ avec 1mL dÕŽthanol ˆ 80% (v/v). Il est important lors de cette Žtape de 

resuspendre le culot dÕARN de mani•re modŽrŽe. Pour effectuer ce lavage, les Žchantillons 

ont ŽtŽ centrifugŽs ˆ 7500g pendant 3 min ˆ 4¡C. 

Le culot a ŽtŽ sŽchŽ pendant 5 min ˆ tempŽrature ambiante. Puis le culot dÕARN a ŽtŽ 

dissout dans 100%L dÕeau DEPC (DiŽthyl pyrocarbonate). Le DEPC permet dÕinhiber les 

ARNases (RibonuclŽases) qui dŽgradent les ARNs.   
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Tableau 5 : Anticorps primaires utilisŽs pour les expŽriences de Western Blot  

 

Anticorps 

primaire 

Fournisseur Blocage 

membrane 

Origine Dilution  ProtŽines 

(! g) 

Temps 

dÕincubation avec 

la membrane 

Dilution 

anticorps 

secondaire 

Actine "  

41kDa 

Sigma Lait -PBST 

5% 

Souris 1/20000 

Lait PBST 

5% 

5-40! g 1h ˆ tempŽrature 

ambiante 

1/20000 Lait 

PBST 5% 

Bcl-2 

41kDa 

 

Calbiochem 1h/Lait -

PBST 5% 

Souris 1/2000 

Lait PBST 

5% 

20! g ON 4¡C 1/5000 

Bcl-xL  

41kDa 

Santa Cruz 

Biotechnology 

1h/Lait -

PBST 5% 

Souris 1/5000 

Lait PBST 

5% 

20! g ON 4¡C 1/2000 

Caspase-3 

41kDa 

Cell Signaling 

Technology 

1h/Lait -

PBST 5% 

Souris 1/1000 

Lait PBST 

5% 

20! g ON 4¡C 1/2000 Lait 

PBST 5% 

Caspase-8 

41kDa 

Cell Signaling 

Technology 

1h/Lait -

PBST 5% 

Souris 1/1000 

Lait PBST 

5% 

20! g ON 4¡C 1/2000 Lait 

PBST 5% 

Caspase-9 

41kDa 

Cell Signaling 

Technology 

1h/Lait -

PBST 5% 

Lapin  1/1000 

Lait PBST 

5% 

20! g ON 4¡C 1/5000 

Lait PBST 5% 

c-Myc 

41kDa 

BD Biosciences 

Pharmingen 

1h/Lait -

PBST 5% 

Souris 1/250 

Lait PBST 

5% 

20-40! g ON 4¡C 1/5000 

Lait PBST 5% 

Phospho-c-

Jun 

41kDa 

Santa Cruz 

Biotechnology 

1h/Lait -

PBST 5% 

Lapin  1/500 

ASB PBST 

5% 

20! g ON 4¡C 1/1000 

Lait PBST 5% 

c-Jun 

41kDa 

Santa Cruz 

Biotechnology 

1h/Lait -

PBST 5% 

Lapin  1/500 

ASB PBST 

5% 

20! g ON 4¡C 1/1000 

Lait PBST 5% 

COX-1 

41kDa 

Santa Cruz 

Biotechnology 

1h/Lait -

PBST 5% 

Ch•vre 1/1000 

Lait PBST 

5% 

20! g ON 4¡C 1/5000 

Lait PBST 5% 

COX-2 

41kDa 

Santa Cruz 

Biotechnology 

1h/Lait -

PBST 5% 

Ch•vre 1/1000 

Lait PBST  

20! g ON 4¡C 1/2000 

Lait PBST 5% 

cycline D1 

41kDa 

Millipore  1h/Lait -

PBST 5% 

Souris 1/1000 

Lait PBST 

5% 

10! g ON 4¡C 1/4000 

Lait PBST 5% 

Phospho-

ERK1/2 

41kDa 

Cell Signaling 

Technology 

1h/ASB-

PBST 5% 

Lapin  1/1000 

ASB PBST 

5% 

40! g ON 4¡C 1/2000 

Lait PBST 5% 

ERK1/2 

41kDa 

Cell Signaling 

Technology 

1h/ASB-

PBST 5% 

Lapin  1/1000 

ASB PBST 

5% 

40! g ON 4¡C 1/2000 

Lait PBST 5% 



MatŽriels et mŽthodes 

 75 

GSTP1 

41kDa 

BD Biosciences 

Pharmingen 

1h / Lait 

PBST 5% 

Souris 1/25000 

Lait PBST 

5% 

2,5-10! g 2h ˆ tempŽrature 

ambiante 

1/50000 

PBST 

Phospho-

JNK 

41kDa 

Cell Signaling 

Technology 

2h / Lait 

PBST 5% 

Lapin  1/1000 

ASB PBST 

2,5% 

40! g ON 4¡C 1/4000 

Lait PBST 5% 

 

JNK 

41kDa 

Santa Cruz 

Biotechnology 

ON/lait 

PBST 5% 

Lapin  1/1000 

Lait PBST 

5% 

40! g 1h ˆ tempŽrature 

ambiante 

1/4000 

Lait PBST 5% 

Phospho-

mTOR 

Cell Signaling 

Technology 

1h/ASB-

PBST 5% 

Lapin  1/1000 

ASB PBST 

5% 

40! g ON 4¡C 1/2000 

Lait PBST 5% 

mTOR Cell Signaling 

Technology 

1h/ASB-

PBST 5% 

Lapin  1/1000 

ASB PBST 

5% 

40! g ON 4¡C 1/2000 

Lait PBST 5% 

PARP 

41kDa 

BD 

Pharmingen 

ON/lait 

PBST 5% 

Souris 1/2000 

Lait PBST 

5% 

20! g ON 4¡C 1/4000 

Lait PBST 5% 

p16 

41kDa 

Santa Cruz 

Biotechnology 

1h/Lait -

PBST 5% 

Lapin  1/1000 

Lait PBST 

5% 

40! g ON 4¡C 1/4000 

Lait PBST 5% 

p27 

41kDa 

Santa Cruz 

Biotechnology 

1h/Lait -

PBST 5% 

Lapin  1/1000 

Lait PBST 

5% 

40! g ON 4¡C 1/4000 

Lait PBST 5% 

Phospho-

p38MAPK 

41kDa 

Cell Signaling 

Technology 

1h/ASB-

PBST 5% 

Lapin  1/2000 

ASB PBST 

5% 

40! g ON 4¡C 1/4000 

Lait PBST 5% 

p38MAPK 

41kDa 

Cell Signaling 

Technology 

1h/ASB-

PBST 5% 

Lapin  1/2000 

ASB PBST 

5% 

40! g ON 4¡C 1/5000 

Lait PBST 5% 

p53 

41kDa 

Santa Cruz 

Biotechnology 

1h/Lait -

PBST 5% 

Souris 1/1000 

Lait PBST 

5% 

40! g ON 4¡C 1/2000 

Lait PBST 5% 

p73 

41kDa 

Santa Cruz 

Biotechnology 

1h/Lait -

PBST 5% 

Souris 1/1000 

Lait PBST 

5% 

40! g ON 4¡C 1/2000 

Lait PBST 5% 

PCNA 

41kDa 

Santa Cruz 

Biotechnology 

1h/Lait -

PBST 5% 

Lapin  1/30000 

Lait PBST 

5% 

5! g ON 4¡C 1/30000 

Lait PBST 5% 

XIAP  

41kDa 

BD 

Pharmingen 

1h/Lait -

PBST 5% 

Souris 1/1000 

Lait PBST 

5% 

20! g ON 4¡C 1/5000 

Lait PBST 5% 
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Les ARNs ont ŽtŽ dosŽs ˆ lÕaide dÕun spectrophotom•tre Nanodrop afin de vŽrifier 

leur puretŽ. Les ARNs ont ensuite ŽtŽ diluŽs dans de lÕeau DEPC de mani•re ˆ obtenir une 

concentration comprise entre 50 et 400 ng/%L. LÕintŽgritŽ des ARNs a ŽtŽ vŽrifiŽe ˆ lÕaide du 

syst•me ÇAgilent Bioanalyzer 2100 È (Agilent Technologies, Diegem, Belgique). Cette 

Žlectrophor•se capillaire permet de vŽrifier lÕintŽgritŽ de lÕARN par mesure de la densitŽ 

optique pendant la migration des ARNs sur une matrice (gel du kit Bioanalysor 2100). Les 

Žchantillons dÕARN ont ŽtŽ conservŽs ˆ -80¡C. 

Pour lÕŽtude de la stabilitŽ des ARNs, les cellules ont ŽtŽ traitŽes par lÕactinomycine 

D (ou dactinomycine), un antibiotique qui bloque la transcription (Sigma Aldrich) ˆ la 

concentration finale de 5%g/mL pendant 20, 40 et 60 minutes pour la lignŽe U937.  

 

3.6.2 Transcription inverse-rŽaction de polymŽrisation en cha”ne (RT-PCR) 

3.6.2.1 Transcription inverse 

 

La transcription inverse (RT) est une procŽdure qui permet dÕobtenir de lÕADN 

complŽmentaire (ADNc) ˆ partir dÕARN totaux extraits avec le TRIzol(  

Un mŽlange contenant 10%g dÕARN totaux et 5%g dÕamorce oligo(dT) dans un 

volume de 11,75%L a ŽtŽ dŽnaturŽ pendant 10 minutes ˆ 70¡C. Le mŽlange a ensuite ŽtŽ 

refroidi ˆ 4¡C puis a ŽtŽ additionnŽ de 8,25%L dÕune solution contenant 4%L de tampon de RT 

5X (Invitrogen), 1%L de dNTP (10mM chaque NTP), 2%L de DTT (0,1M), 50 unitŽs de 

Superscript II RT (200U/%L) et 1%L dÕinhibiteurs de RNase (RNAsin, 40U/%L, Invitrogen).  

Les Žchantillons ont ensuite ŽtŽ placŽs dans le thermocycleur pour une incubation ˆ 

42¡C pendant 2h. CÕest pendant cette Žtape que la synth•se dÕADNc est rŽalisŽe ˆ partir des 

ARNs. Une incubation de 15 minutes ˆ 70¡C a ensuite ŽtŽ rŽalisŽe afin de dŽnaturer la 

Superscript II et ainsi dÕarr•ter la rŽaction. Les ARNs ayant servi de matrice ont ensuite ŽtŽ 

dŽgradŽs par une incubation de 20 minutes ˆ 37¡C en prŽsence de RNase H (40U/%L, 

Invitrogen). 
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3.6.2.2 Protocole de transcription inverse pour les microARNs 

 

La transcription inverse des miRs a ŽtŽ rŽalisŽe ˆ lÕaide du kit Ç miScript PCR 

System È (Quiagen) ˆ partir des ARNs extraits avec le TRIzol(. Les miRs ne contiennent pas 

de sŽquence polyA. Par consŽquent, une solution contenant une PolyA-polymŽrase a ŽtŽ 

utilisŽe (miScript Reverse Transcriptase mix). Les miRs polyadŽnylŽs ont ensuite ŽtŽ 

convertis en ADNc ˆ lÕaide dÕamorces alŽatoires, dÕoligo-dT couplŽes ˆ une sŽquence Ç tag È 

universelle et de la transcriptase inverse prŽsente aussi dans la solution. Pour ce protocole, 

1%g dÕARN total a ŽtŽ utilisŽ. Les ARNs ont ŽtŽ incubŽs pendant 60 min ˆ 37¡C dans le mix 

de transcription inverse, puis pendant 5 min ˆ 95¡C pour inhiber la RT. 

 

3.6.2.3  Amplification par PCR quantitative 

 

Les ADNc ont ŽtŽ amplifiŽs par PCR (polymerase chain reaction) ˆ lÕaide du 

syst•me Ç SYBR¨ Green PCR Master MixÈ (Applied Biosystems, Lennik, Belgique) et des 

amorces oligonuclŽotidiques spŽcifiques des g•nes ˆ amplifier. Les oligonuclŽotides que nous 

avons utilisŽs sont rŽpertoriŽs dans le tableau 6. Pour la PCR, une phase dÕactivation initiale 

(10 min ˆ 95¡C) a ŽtŽ rŽalisŽe, suivie de 40 cycles des phases suivantes : 1 phase de 

dŽnaturation (15 secondes ˆ 95¡C) et 1 phase dÕhybridation/Žlongation (1 min ˆ 60¡C). 

LÕamplification des ADNc issus de la RT des miRs a ŽtŽ rŽalisŽe avec le kit 

Ç miScript SYBR Green PCR È (Qiagen), sur une quantitŽ dÕADNc comprise entre 2 et 40 ng 

Les amorces utilisŽes pour cette PCR comprennent une amorce universelle fournit par le kit, 

et sÕhybridant avec la sŽquence Tag incorporŽe par lÕoligo-dT, et une amorce spŽcifique du 

microARN ciblŽ. Les oligonuclŽotides utilisŽs pour lÕanalyse de miRs sont rŽpertoriŽs dans le 

tableau 6. Le mŽlange rŽactionnel comprend une HotStarTaq ADN Polymerase, le tampon de 

rŽaction, le Sybr Green, les dNTP, un fluorophore passif de rŽfŽrence ROX et 2,5 mM de 

MgCl2. Pour la PCR, une phase dÕactivation initiale (15 min ˆ 95¡C) a ŽtŽ rŽalisŽe, suivie de 

35 ˆ 40 cycles des phases suivantes : 1 phase de dŽnaturation (15 secondes ˆ 94¡C), 1 phase 

dÕhybridation (30 secondes ˆ 55¡C), 1 phase dÕŽlongation (30 secondes ˆ 70¡C) et une Žtape 

de dissociation de lÕADN amplifiŽ, afin de valider lÕefficacitŽ de la PCR. 
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Tableau 6: SŽquences des oligonuclŽotides utilisŽs pour les expŽriences dÕamplification par 

PCR. 

Le nom des g•nes cibles et les paires de sŽquences des oligonuclŽotides ayant servi dÕamorces 

pour lÕamplification par PCR en temps rŽel sont indiquŽs dans le tableau suivant. 

 

 

OligonuclŽotides 

 

Taille (Pb) 

 

SŽquences 

 

G•nes 

 

Sens 

 

20 

 

5Õ-CTGGAACGGTGAAGGTGACA -3Õ 

 

 

Actine !   

Anti -sens 

 

23 

  

 5Õ-AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA -3Õ 

 

Sens 

 

19 

 

5Õ-TGCTCCATGAGGAGACACC -3Õ 

 

 

c-Myc 

 

 

Anti -sens 

 

23 

 

5Õ- TCGATTTCTTCCTCATCTTCTTG -3Õ 

 

Sens 

 

22 

 

5Õ-TCATCCGAGAGATGCTCATGCG -3Õ 

 

 

COX-1  

Anti -sens 

 

20 

 

5Õ-TTGGTTCCCATGGGTGTGGG- 3Õ 

 

Sens 

 

21 

 

5Õ-GCCCAGCACTTCACGCATGAG -3Õ 

 

 

COX-2  

Anti -sens 

 

24 

 

5Õ-AGACCAGGCACCAGACCAAAGACC- 3Õ 

 

Sens 

 

20 

 

5Õ-GGCAACTGAAGCCTTTTGAG -3Õ 

 

GSTP1 

 

Anti -sens 

 

20 

 

5Õ-GGCTAGGACCTCATGGATCA -3Õ 

 

Sens 

 

20 

 

5Õ-CCGGTTCAACGTCATTGGTG -3Õ 

 

 

MDR1  

Anti -sens 

 

20 

 

5Õ-AGCCACGTAGAACCTCTGGA -3Õ 

 

Sens 

 

20 

 

5Õ-CCGGTTCAACGTCATTGGTG -3Õ 

 

 

MRP1  

Anti -sens 

 

20 

 

5Õ-AGCCACGTAGAACCTCTGGA -3Õ 

 

Anti -sens 

 

20 

 

5Õ-AGCCACGTAGAACCTCTGGA -3Õ 

 

p16 

 

Anti -sens 

 

20 

 

5Õ-TTCTTTCAATCGGGGATGTC -3Õ 
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OligonuclŽotides 

 

Taille (Pb) 

 

SŽquences 

 

G•nes 

 

Sens 

 

20 

 

5ÕTGCACAAAATGGATTTGGAA -3Õ 

 

p18 

 

Anti -sens 

 

20 

 

5Õ-CGAAACCAGTTCGGTCTTTC -3Õ 

 

Sens 

 

20 

 

5Õ-CCGTGGGGTTATGTATCAG -3Õ 

 

p19 

 

Anti -sens 

 

20 

 

5Õ-AAGCCACAAACTGTGCTCCT- 3Õ 

 

Sens 

 

20 

 

5Õ-GACTCTCAGGGTCGAAAACG -3Õ 

 

p21 

 
 

Anti -sens 

 

20 

 

5Õ-GGATTAGGGCTTCCTCTTGG -3Õ 

 

Sens 

 

20 

 

5Õ-AATAAGGAAGCGACCTGCAA -3Õ 

 

p27 

 

Anti -sens 

 

20 

 

5Õ-GGGGAACCGTCTGAAACATT -3Õ 

 

Sens 

 

20 

 

5Õ-GGCGTGAACCTCACCAGTAT -3Õ 

 

PCNA 

 

Anti -sens 

 

20 

 

5Õ-AGGTATCCGCGTTATCTTCG -3Õ 
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Tableau 7: SŽquences des oligonuclŽotides utilisŽs pour les expŽriences dÕamplification par 

PCR pour les miRs. 

Le nom des g•nes cibles et les paires de sŽquences des oligonuclŽotides ayant servi dÕamorces 

pour lÕamplification par PCR en temps rŽel sont indiquŽs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

OligonuclŽotides 

 

Taille (Pb) 

 

SŽquences 

 

G•nes 

 

Sens 

 

22 

 

5Õ-CAAUCAGCAAGUAUACUGCCCU -3Õ 

 

miR-34a 

 

Sens 

 

21 

 

5Õ-CUAUACAAUCUACUGUCUUUC-3Õ 

 

Let-7a 

 

 

Sens 

 

22 

 

5Õ-CUAUACAACCUACUGCCUUCCC-3Õ 

 

Let-7b 

 

Sens 

 

22 

 

5Õ-UAGAGUUACACCCUGGGAGUUA-3Õ 

 

Let-7c 

 

Sens 

 

22 

 

5Õ-CUAUACGACCUGCUGCCUUUCU-3Õ 

 

Let-7d 

 

Sens 

 

22 

 

5Õ-CUAUACGGCCUCCUAGCUUUCC-3Õ 

 

Let-7e 

 

Sens 

 

22 

 

5Õ-CUAUACAAUCUAUUGCCUUCCC -3Õ 

 

Let-7f 

 

Sens 

 

22 

 

5ÕCUGCGCAAGCUACUGCCUUGCU-3Õ 

 

Let-7i 
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3.7 Etude de lÕeffet des inhibiteurs de COX-2 sur la production de prostaglandine E2 

par ELISA (Enzyme-Linked-ImmunoSorbent Assay). 

 

La concentration de PGE2 dans le surnageant a ŽtŽ dŽterminŽe par ELISA compŽtitif 

(EIA, Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, USA) ˆ lÕaide de PGE2 couplŽs ˆ de 

lÕacŽtylcholinesterase (traceur). Le protocole a ŽtŽ rŽalisŽ selon les conditions dŽcrites par le 

fournisseur. 

Les cellules ont ŽtŽ ensemencŽes ˆ 500000 cellules/mL pour le traitement avec les 

inhibiteurs de COX-2. Apr•s 24h, les cellules ont ŽtŽ comptŽes, centrifugŽes et 50%L de 

surnageant ont ŽtŽ collectŽs pour la dŽtermination de la production de PGE2. Les 

concentrations en PGE2 (pg/mL) ont ŽtŽ dŽterminŽes ˆ lÕaide dÕune gamme Žtalon et ont ŽtŽ 

normalisŽes pour un million de cellules. Nous avons utilisŽ des cellules K562 traitŽes par 

160nM de PMA (phorbol 12-myristate 13-acŽtate) pendant 24h comme contr™le positif (Kang 

et al. 1998). 

 

3.8 Etude de la diffŽrenciation cellulaire  

3.8.1 Etude de lÕexpression de marqueurs de diffŽrenciation myŽlo•de 

 

La diffŽrenciation cellulaire a ŽtŽ ŽvaluŽe par lÕanalyse de lÕexpression des 

marqueurs de surface CD11b, CD14 et CD15, des marqueurs de surface caractŽristiques de la 

lignŽe myŽlo•de. Pour les marqueurs de diffŽrenciation mŽgacaryocytiques, nous avons utilisŽ 

CD41a et CD61 (Hassan et al. 1995).  

Un million de cellules ont ŽtŽ rŽcupŽrŽes et lavŽes deux fois dans du PBS. Le 

surnageant a ŽtŽ retirŽ et les cellules ont ŽtŽ resuspendues dans 100%L de PBS. 15%L 

dÕanticorps monoclonal CD11b, CD14, CD15, CD41a ou CD61 (BD Biosciences) ont alors 

ŽtŽ ajoutŽs. Les anticorps sont couplŽs ˆ un fluorophore qui est la FITC (fluorescein 

isothiocyanate) pour les anticorps CD11b et CD14 et la phycoŽrythrine pour CD15. La 

longueur dÕonde dÕexcitation de la phycoŽrythrine est de 488 nm et la longueur dÕonde 

dÕŽmission est de 580 nm. Pour la FITC, ces longueurs dÕondes sont respectivement de 494 

nm et 521 nm. Pour chaque Žchantillon, des contr™les isotypiques, cÕest ˆ dire les Žchantillons 
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marquŽs avec des anticorps couplŽs au fluorophore mais dŽpourvu de la partie spŽcifique de 

lÕŽpitope, ont ŽtŽ utilisŽs. 

Les Žchantillons ont ŽtŽ incubŽs dans lÕobscuritŽ pendant 1h ˆ 4¡C, puis lavŽs deux 

fois avec du PBS. Le surnageant a ŽtŽ retirŽ et les cellules ont ŽtŽ fixŽes dans 100%L de 

paraformaldŽhyde (4%, m/v). Les Žchantillons ont ensuite ŽtŽ incubŽs pendant 10 min ˆ 4¡C, 

puis lavŽes au PBS deux fois. Le surnageant a ŽtŽ retirŽ et 300%L de PBS ont ŽtŽ ajoutŽs au 

culot de cellules. Les Žchantillons ont ŽtŽ analysŽs par cytomŽtrie en flux. Les donnŽes, 

compte tenu de la longueur dÕonde dÕŽmission de la phycoŽrythrine et de la FITC, ont ŽtŽ 

rŽcupŽrŽes avec les capteur FL2 et FL1 respectivement. Les donnŽes rŽcoltŽes ont ensuite ŽtŽ 

analysŽes ˆ lÕaide du logiciel Flow-Jo.8.8.5. 

 

3.8.2 Etude de la diffŽrenciation Žrythro•de par le test ˆ la benzidine 

 

Le test ˆ la benzidine permet de mettre en Žvidence la diffŽrenciation Žrythro•de. 

LÕhŽmoglobine, prŽsente dans les Žrythrocytes peut rŽduire le peroxyde dÕhydrog•ne (H2O2) 

en oxyg•ne qui va alors oxyder la benzidine et donner une coloration bleue. Par consŽquent, 

seules les cellules possŽdant de lÕhŽmoglobine deviendront bleues. 

Une solution stock de chlorydrate de benzidine (Fluka Chimika) 0,2% (m/v) a 

dÕabord ŽtŽ prŽparŽe en dissolvant le chlorydrate de benzidine dans une solution dÕacide 

acŽtique 0,5 M. 

Les cellules (300000) ont ŽtŽ rŽcupŽrŽes, centrifugŽes (350g pendant 5 min), lavŽes 

deux fois dans du PBS, puis resuspendues dans 100%L dÕune solution de NaCl 0,9% (m/v). 

Puis 50%L dÕune solution de benzidine/ H2O2 (500%L de benzidine 0,2% m/v et 10%L de 

H2O2) ont ŽtŽ ajoutŽs. Apr•s 20 min dÕincubation dans cette solution ˆ lÕobscuritŽ et ˆ 

tempŽrature ambiante, les Žchantillons ont ŽtŽ diluŽs dans 300%L de NaCl 0,9% (m/v). La 

suspension cellulaire obtenue a ŽtŽ dŽposŽe sur une cellule de Malassez et les cellules 

positives ˆ la benzidine ont ŽtŽ comptŽes au microscope ˆ contraste de phase. Les rŽsultats 

sont exprimŽs en pourcentage de cellules bleues par rapport au nombre total de cellules. 

3.9 Etude de la senescence par observation de lÕactivitŽ "-galactosidase intracellulaire 

 

La sŽnescence est un processus cellulaire caractŽrisŽe par une accumulation des 

cellules en phase G0/G1 du cycle cellulaire (Schmitt 2007), la prŽsence de vacuoles lipidiques 
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dans les cellules, la prŽsence de SAHF (Senescence-Associated Heterochromatine Foci) (te 

Poele et al. 2002), de cellules gŽantes et dÕune augmentation de lÕactivitŽ !-galactosidase 

associŽe ˆ une augmentation de la masse lysosomiale (Dimri et al. 1995 ; Kurz et al. 2000).  

LÕactivitŽ !-galactosidase (!-gal) a ŽtŽ ŽtudiŽe ˆ lÕaide dÕun kit mesurant la 

conversion dÕun substrat incolore (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-"-D-galactopyranoside, X-gal) 

en produit colorŽ en bleu (Sigma Aldrich, Bornem, Belgium). Les cellules (1 million) ont ŽtŽ 

prŽlevŽes et lavŽes deux fois dans du PBS avant dÕ•tre fixŽes dans une solution de 

paraformaldŽhyde selon les instructions du fournisseur. Ensuite, les cellules ont ŽtŽ incubŽes 

pendant 10 minutes ˆ 37¡C dans une solution acide (pH 6.0) contenant un substrat de la !-

galactosidase, le X-gal. Apr•s une nuit dÕincubation ˆ 37¡C, les cellules ont ŽtŽ lavŽes deux 

fois dans du PBS et le marquage a ŽtŽ apprŽciŽ par microscopie (Leica, DM 2000, Lecuit, 

Luxembourg). 

 

3.10 Etude de la masse lysosomiale 

 

La masse lysosomiale a ŽtŽ ŽtudiŽe ˆ lÕaide dÕun fluorophore ayant une forte affinitŽ 

pour les compartiments intracellulaires acides et particuli•rement les lysosomes. Les cellules 

ont ŽtŽ incubŽes en prŽsence de 50nM de LysoTrackerRed( (Invitrogen) pendant 30min ˆ 

37¡C puis la masse lysosomiale a ŽtŽ observŽe par microscopie ˆ fluorescence et quantifiŽe 

par cytomŽtrie en flux (capteur FL3). Les donnŽes rŽcoltŽes ont ensuite ŽtŽ analysŽes ˆ lÕaide 

du logiciel Flow-Jo.8.8.5. 

 

3.11 ƒvaluation de lÕapoptose 

3.11.1 Etude de la morphologie nuclŽaire 

 

La morphologie nuclŽaire a ŽtŽ ŽtudiŽe ˆ lÕaide dÕun marquage au Hoechst 33342 

(Sigma Aldrich), un agent intercalant dont la longueur dÕonde dÕexcitation est de 350 nm et la 

longueur dÕonde dÕŽmission est de 450 nm ˆ la concentration finale de 100 %M pendant 15 

minutes ˆ 37¡C. Les cellules prŽsentant une chromatine sous forme de Ç mottes È 

(condensation de la chromatine) ou des noyaux fragmentŽs ont ŽtŽ comptŽs ˆ lÕaide dÕun 

microscope ˆ fluorescence (Leica-DM IRB microscope, Lecuit, Luxembourg).  
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3.11.2 ƒtude du potentiel membranaire mitochondrial 

 

Le potentiel membranaire mitochondrial a ŽtŽ ŽvaluŽ ˆ lÕaide de la chloromethyl-X 

rosamine (MitoTracker Red) (Invitrogen, Merelbeke, Belgique). Les composŽs dŽnommŽs 

Ç MitoTracker È ont la capacitŽ de sÕaccumuler dans la mitochondrie, o• ils peuvent rŽagir 

avec un groupement Ç Thiol È sur les peptides et protŽines. La rŽaction engendre un conjuguŽ 

aldŽhyde fluorescent. En effet, plus le potentiel membranaire mitochondriale est fort, plus le 

marquage est important. Ce potentiel est important dans les cellules vivantes. Cependant, lors 

de lÕapoptose, une chute de ce potentiel est observŽe. Le composŽ est excitŽ ˆ une longueur 

dÕonde de 579 nm et Žmet ˆ une longueur dÕonde de 599 nm. La fluorescence Žmise a ŽtŽ 

analysŽe par cytomŽtrie en flux (FACScalibur, BD Biosciences). 

Le MitoTracker Red( a ŽtŽ directement ajoutŽ dans les cellules en culture ˆ la 

concentration finale de 50nM. Apr•s ajout du composŽ, les Žchantillons ont ŽtŽ incubŽs ˆ 

37¡C pendant 15 min puis analysŽs par cytomŽtrie en flux (FACScalibur, BD Biosciences) en 

utilisant le canal FL2. Les donnŽes rŽcoltŽes ont ŽtŽ analysŽes ˆ lÕaide du logiciel Flow-

Jo.8.8.5. 

 

3.11.3 ƒtude de la libŽration du cytochrome c par la mitochondrie 

 

LÕapoptose est un processus qui sÕaccompagne dÕune libŽration de cytochrome c par 

la mitochondrie (Coppola and Ghibelli 2000). Ce protocole consiste ˆ marquer par 

immunofluorescence le cytochrome c se trouvant dans la mitochondrie. 

La libŽration du cytochrome c par la mitochondrie a ŽtŽ ŽvaluŽe par 

immunofluorescence indirecte. Un anticorps primaire se fixe ˆ la cible. Puis cet anticorps est 

marquŽ par un anticorps secondaire couplŽ ˆ un fluorochrome dont la fluorescence Žmise est 

observŽe par microscopie ˆ fluorescence. 

Deux millions de cellules ont ŽtŽ centrifugŽes ˆ 280g pendant 5 min ˆ tempŽrature ambiante. 

Le surnageant a ŽtŽ retirŽ et le culot solubilisŽ dans 2mL de solution de permŽabilisation 

(0,02M-KCl, 0,00005% Digitonin dans du PBS) Les cellules ont ensuite ŽtŽ incubŽes pendant 

5 min ˆ 4¡C. 
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La seconde Žtape consiste ˆ fixer les cellules. Le surnageant a ŽtŽ retirŽ et le culot a 

ŽtŽ solubilisŽ dans 400%L dÕune solution ˆ 4% de paraformaldŽhyde (m/v) dans du PBS. 

Apr•s un temps dÕincubation de 20 min ˆ tempŽrature ambiante dans lÕobscuritŽ, les 

Žchantillons ont ŽtŽ centrifugŽs ˆ 280g pendant 5 min. Le culot a ensuite ŽtŽ lavŽ deux fois 

avec 1mL de PBS, puis solubilisŽ dans 1mL de PBS et incubŽ pendant 2h ˆ 4¡C dans 

lÕobscuritŽ. 

La troisi•me Žtape consiste ˆ marquer les cellules avec lÕanticorps primaire ciblant le 

cytochrome c. Les Žchantillons sont centrifugŽs ˆ 280g pendant 5 min. Le surnageant a ŽtŽ 

retirŽ et les culots ont ŽtŽ solubilisŽs dans 400%L de tampon de blocage (3% ASB, 0,05% 

saponine dans du PBS). Apr•s 1h dÕincubation ˆ tempŽrature ambiante dans lÕobscuritŽ, les 

Žchantillons ont ŽtŽ centrifugŽs ˆ 600g pendant 5 min. Le culot a ŽtŽ resuspendu dans 100%L 

dÕune solution de tampon de blocage contenant lÕanticorps primaire (1/50) ciblant le 

cytochrome c (Santa Cruz). Les Žchantillons ont ŽtŽ incubŽs ˆ 4¡C, ˆ lÕobscuritŽ et sous 

agitation pendant 18h. 

Ensuite, 1 mL de PBS a ŽtŽ ajoutŽ ˆ chaque Žchantillon. Puis, les Žchantillons ont ŽtŽ 

centrifugŽs ˆ 600g pendant 5 min et le culot a ŽtŽ resuspendu dans 100%L de tampon de 

blocage contenant lÕanticorps secondaire (1/100, lapin, Alexa 568). Les Žchantillons ont ŽtŽ 

incubŽs ainsi ˆ tempŽrature ambiante, sous agitation pendant une heure puis lavŽs avec du 

PBS. 

Enfin, les culots ont ŽtŽ resuspendus dans 200%L de PBS froid. Le signal a ŽtŽ 

analysŽ par cytomŽtrie en flux ˆ lÕaide du capteur FL1 (BD FACSCalibur Becton-Dickison). 

Les donnŽes rŽcoltŽes ont ŽtŽ analysŽes ˆ lÕaide du logiciel Flow-Jo.8.8.5. 

 

3.11.4 ƒtude de lÕactivation et de la translocation mitochondriale de Bax et de Bak 

 

LÕactivation des protŽines Bax et Bak nŽcessite un changement conformationnel. 

LÕactivation de Bax passe par lÕexposition de lÕŽpitope 6A7 (Martin-Latil et al. 2007) (Peyerl, 

Dai et al. 2007). Pour Bak, il sÕagit de lÕŽpitope Ab-1 (Griffiths, Dubrez et al. 1999). 

LÕactivation de ces deux protŽines a ŽtŽ ŽtudiŽe par immunofluorescence en ciblant ces deux 

Žpitopes. 

La translocation de ces protŽines vers la mitochondrie a ŽtŽ mise en Žvidence en 

Žtudiant la co-localisation de ces protŽines avec dÕautres protŽines mitochondriales comme 

par exemple la cytochrome c oxydase IV (COX IV) (Khalimonchuk et al. 2005). 
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Un million de cellules ont ŽtŽ rŽcupŽrŽes et fixŽes dans une solution de fixation et de 

permŽabilisation (cytofix/cytoperm : BD Biosciences Pharmingen, Erembodegem, Belgique) 

selon les instructions du fournisseur. Les cellules ont ensuite ŽtŽ incubŽes pendant 20 min ˆ 4 

¡C dans lÕobscuritŽ puis lavŽes deux fois avec du tampon de lavage (centrifugation ˆ 600g). 

Puis, 60%L de tampon de permŽabilisation/lavage (Ç Permwash È) ont ŽtŽ ajoutŽs ˆ chaque 

Žchantillon, ainsi que lÕanticorps primaire ciblant les formes actives ou non de Bax ou de Bak. 

Deux anticorps pour Bax ont ŽtŽ utilisŽs. Le premier reconna”t la forme inactive et se fixe sur 

lÕŽpitope %21 (1/50 - Santa Cruz Biotechnology, Boechout, Belgique). Le second se fixe sur 

la protŽine active sur lÕŽpitope 6A7 (1/30-Santa-Cruz). Les cellules ont ŽtŽ lavŽes deux fois 

dans du tampon de lavage, puis resuspendues dans 60%L de tampon de 

permŽabilisation/lavage contenant lÕanticorps secondaire pour Bax (1/50, Santa-Cruz). Pour 

Bak, un marquage pour la forme active a ŽtŽ rŽalisŽ en ciblant lÕŽpitope Ab-1 (1/40). Les 

cellules ont ensuite ŽtŽ lavŽes deux fois dans du tampon de lavage puis resuspendues dans 

60%L de tampon de permŽabilisation/lavage contenant lÕanticorps secondaire pour Bak (1/50, 

souris, Invitrogen, Merelbeke, Belgique) 

LÕexpression et lÕactivation de Bax ou de Bak a ŽtŽ observŽe par microscopie ˆ 

fluorescence (Leica, DM 2000, Lecuit, Luxembourg) et quantifiŽe par cytomŽtrie en flux 

(FACScalibur, BD Biosciences, San JosŽ, CA, USA). Les donnŽes rŽcoltŽes ont ŽtŽ analysŽes 

ˆ lÕaide du logiciel Flow-Jo.8.8.5. 

Afin dÕŽtudier la translocation de Bax vers la mitochondrie, un co-marquage 

Bax/COX IV a ŽtŽ rŽalisŽ. LÕanticorps pour COX IV a ŽtŽ utilisŽ selon les conditions 

suivantes : anticorps primaire (1/50, Santa-Cruz) et anticorps secondaire (1/50, souris, 

Invitrogen). 

 

3.11.5 Test dÕefflux de la rhodamine 123 

 

La rhodamine 123 (Sigma Aldrich) est une molŽcule fluorescente (pic excitation : 

485nm ; pic Žmission : 550 nm) utilisŽe pour mettre en Žvidence lÕactivitŽ des protŽines MDR 

puisque cette molŽcule peut •tre expulsŽe par la glycoprotŽine-P ou les MRPs (Dogan et al. 

2004 ; Zrieki, Farinotti et al. 2008).  

Pour le test ˆ la rhodamine 123, les cellules ont ŽtŽ incubŽes avec 10%M de 

rhodamine 123 (Sigma Aldrich). Les cellules ont ensuite ŽtŽ lavŽes et resuspendues dans du 

milieu frais (RPMI, 10% SVF, 1% antibiotiques). ImmŽdiatement apr•s (t=0), la fluorescence 
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a ŽtŽ estimŽe par cytomŽtrie en flux (FL2-H). La m•me analyse a ŽtŽ rŽpŽtŽe apr•s 3h ou 6h 

(t= 6h). La diffŽrence entre t=0 et t=6h reprŽsente ainsi la capacitŽ des cellules ˆ rejeter la 

rhodamine 123. Les donnŽes rŽcoltŽes pour 10000 ŽvŽnements ont ŽtŽ analysŽes ˆ lÕaide du 

logiciel Flow-Jo.8.8.5. 

3.11.6 Evaluation des altŽrations de lÕADN 

 

Lors dÕaltŽrations de lÕADN, lÕhistone H2AX (histone H2A) est phosphorylŽe sur la 

sŽrine 139 (H2AX&) par les kinases ATM, ATR et DNA-PK (DNA-dependent protein kinase) 

(Takahashi et al. ; Kinner et al. 2008 ; Darzynkiewicz et al. 2009 ), ce qui fait de cet histone 

un marqueur spŽcifique des cassures double-brin de lÕADN. Les altŽrations de lÕADN ont ŽtŽ 

ŽvaluŽes en Žtudiant lÕexpression de H2AX& par immunofluorescence ˆ lÕaide du kit 

Ç cytofix/cytoperm È (BD Biosciences) comme dŽcrit prŽcŽdemment (section 3.2.2.2). Pour 

cette expŽrience, un anticorps primaire dirigŽ contre lÕhistone H2AX& (ser139; Millipore, 

Upstate) a ŽtŽ utilisŽ. Les cellules ont ensuite ŽtŽ lavŽes deux fois dans du tampon de lavage, 

puis resuspendues dans 60%L de tampon de permŽabilisation, contenant lÕanticorps secondaire 

(1/50, souris). La fluorescence a ŽtŽ ŽvaluŽe par cytomŽtrie en flux pour 10000 ŽvŽnements. 

Les donnŽes rŽcoltŽes ont ŽtŽ analysŽes ˆ lÕaide du logiciel Flow-Jo.8.8.5. 

 

3.12 Analyse statistique 

 

Les diffŽrences entre Žchantillons et tŽmoins ont ŽtŽ ŽvaluŽes ˆ lÕaide de test t de 

Student pour Žchantillons indŽpendants. La diffŽrence entre les Žchantillons a ŽtŽ ŽvaluŽe ˆ 

lÕaide dÕun test ANOVA et du test ˆ posteriori du Ç t protŽgŽ È. Les seuils de significativitŽ 

utilisŽs sont de p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) et, p < 0,001 (***).  

 



RŽsultats 

 88 

4 RŽsultats 

 

Les inhibiteurs de COXs permettent dÕobtenir une rŽduction de lÕincidence de 

nombreux cancers y compris le cancer du c™lon, du poumon ou du sein. COX-2 pourrait donc 

constituer une bonne cible en thŽrapie anticancŽreuse. La plupart des donnŽes ne concernent 

que les tumeurs solides, mais il y aurait aussi un r™le pour COX-2 dans les cancers 

hŽmatologiques comme les lymphomes ou les leucŽmies. LÕŽtude de ce r™le et des 

mŽcanismes impliquŽs constitue une base essentielle pour pouvoir mener au mieux une 

stratŽgie anti-cancŽreuse efficace. Afin dÕŽtudier le r™le de COX-2 sur la prolifŽration des 

diffŽrentes lignŽes cellulaires, nous avons eu recours ˆ trois inhibiteurs spŽcifiques de cette 

enzyme qui sont le nimŽsulide, le NS-398 et le cŽlŽcoxib.  

 

4.1 Effet des inhibiteurs de COX-2 sur la prolifŽration des lignŽes cellulaires 

hŽmatopo•Žtiques. 

 

Nous avons ŽtudiŽ lÕeffet des diffŽrents inhibiteurs de COX-2 sur la prolifŽration des 

diffŽrentes lignŽes cellulaires ˆ lÕaide dÕun test dÕexclusion au bleu de trypan. Les diffŽrentes 

lignŽes cellulaires ont ŽtŽ traitŽes pendant 24h et 48h avec des concentrations allant de 10 ˆ 

100%M pour le nimŽsulide et le NS-398 et de 10 ˆ 40 %M pour le cŽlŽcoxib. Nous avons 

constatŽ que le nimŽsulide inhibe la prolifŽration des cellules Hel, Jurkat, K562, Raji et U937. 

Cet effet commence d•s 24h de traitement (Figure 18) avec un effet significatif ˆ 100%M pour 

les lignŽes Hel, Jurkat, Raji et 40%M pour les cellules U937. Apr•s 48h, cet effet est encore 

plus marquŽ puisque le nimŽsulide inhibe la prolifŽration des cellules Hel ˆ partir de 40%M et 

le pourcentage dÕinhibition de la prolifŽration ˆ 100%M atteint 53,71 ± 10,34%. Pour la lignŽe 

Jurkat, une inhibition significative ˆ partir de 10%M a ŽtŽ observŽe avec une lÕinhibition de la 

prolifŽration cellulaire qui atteint 42,35 ± 5,36% pour la concentration maximale. La 

prolifŽration des cellules Raji est aussi inhibŽe ˆ partir de 10%M o• une inhibition de la 

prolifŽration de 47,28 ± 3,41 % a ŽtŽ observŽ ˆ 100%M. Les cellules K562 apparaissent 

comme les cellules les plus rŽsistantes. En effet, la diminution de la prolifŽration nÕest 

significative que pour la concentration maximale (100%M) apr•s 48h de traitement et ne 

conduit quÕˆ une diminution de 22,22 ± 6,18% du taux de prolifŽration cellulaire.  
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Figure 18 : Evaluation de lÕeffet de diffŽrentes concentrations dÕinhibiteurs de COX-2 sur 

la prolifŽration des diffŽrentes lignŽes cellulaires hŽmatologiques. 

Les cellules Hel, Jurkat, K562, Raji et U937 ont ŽtŽ ensemencŽes ˆ la concentration de 

200000 cellules/mL lors de lÕexposition aux diffŽrentes concentrations en nimŽsulide (10, 40, 

100%M), de NS-398 (10, 40, 100%M) ou de cŽlŽcoxib (10, 20, 30 et 40%M). Les comptages 

ont ŽtŽ effectuŽs ˆ lÕaide dÕune coloration dÕexclusion au bleu de trypan et dÕune cellule de 

Malassez apr•s 24h (A) et 48h (B) de traitement. Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de 

cinq expŽriences ± DS (dŽviation standard). * : p< 0,05   
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LŽgende : voir page prŽcŽdente 
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Pour le NS-398, nous avons constatŽ des effets similaires. De m•me que 

prŽcŽdemment, les cellules U937 sont les plus sensibles au traitement avec une inhibition de 

la prolifŽration cellulaire ˆ partir de 10%M pour 24h dÕexposition (11,06 ± 2,82%). Pour la 

concentration maximale, le pourcentage dÕinhibition de la prolifŽration cellulaire apr•s 24h 

dÕexposition est de 22,27 ± 10,67% et 51,88 ± 10,97% pour 48h dÕexposition. Ces 

pourcentages sont infŽrieurs ˆ ceux qui ont ŽtŽ observŽs pour le nimŽsulide. Apr•s 48h de 

traitement, une inhibition de la prolifŽration cellulaire a ŽtŽ observŽe pour la lignŽe Hel, d•s 

10%M (23,02 ± 7,1%) et atteint un maximum de 37,01 ± 3,1% ˆ 100%M. Pour la lignŽe Jurkat, 

une diminution de la prolifŽration cellulaire de 50,25 ± 10,25% a ŽtŽ observŽe ˆ 100%M. Ce 

pourcentage est de 36,39± 4,09% pour la lignŽe Raji. La prolifŽration de la lignŽe K562 nÕest 

pas affectŽe par le traitement. 

Le cŽlŽcoxib inhibe la prolifŽration des cellules Hel, Jurkat, K562, Raji et U937. Cet 

effet commence d•s 24h pour les cellules Hel et Raji ˆ 100%M et pour U937, d•s 10%M. 

LÕeffet est donc plus important pour les cellules U937 o• le pourcentage dÕinhibition de la 

prolifŽration est de 26,7 ± 10,6% pour 10%M et atteint 45,4 ± 0,12% pour 40%M. Apr•s 24h 

de traitement, la prolifŽration des cellules K562 nÕest pas affectŽe. Apr•s 48h de traitement, 

lÕeffet anti-prolifŽratif du cŽlŽcoxib est plus marquŽ. Une inhibition de la prolifŽration a ainsi 

ŽtŽ observŽe d•s 10%M pour les cellules Jurkat et U937, d•s 20%M pour les cellules Raji et 

d•s 30%M pour les cellules Hel. Une diminution de la prolifŽration des cellules K562 a aussi 

pu •tre observŽe pour 40%M, avec une diminution de 22,91 ± 8,50%. De m•me que pour 24h 

de traitement, les cellules U937 sont les plus sensibles avec une diminution de la prolifŽration 

cellulaire de 72,8 ± 4,68% pour la concentration maximale. Il est important de noter aussi que 

le cŽlŽcoxib inhibe de mani•re plus efficace la prolifŽration des cellules U937 que le 

nimŽsulide et le NS-398. Les doses permettant dÕavoir une diminution de la prolifŽration 

cellulaire de 50% pour le nimŽsulide, le NS-398 et le cŽlŽcoxib, dans la lignŽe U937 (IC50) 

sont respectivement de 55,32 ± 11,11, de 59,88 ± 5,78 et de 27,38 ± 3,68%M. 

Les rŽsultats obtenus avec la coloration dÕexclusion au bleu de trypan ont ŽtŽ 

confirmŽs par cytomŽtrie en flux ˆ lÕaide dÕun marquage au CFSE (voir MatŽriels et 

mŽthodes, 3.2.2) (Figure 19). Nous avons remarquŽ que les cellules traitŽes par le nimŽsulide, 

le NS-398 ou le cŽlŽcoxib ne perdent pas leur intensitŽ de fluorescence comme observŽe avec 

les cellules non-traitŽes apr•s 48h de traitement. Nos rŽsultats tŽmoignent donc dÕune 

inhibition de la prolifŽration cellulaire. LÕeffet est significatif d•s 10%M pour les cellules 

U937 traitŽes par le nimŽsulide ou par le cŽlŽcoxib et d•s 40%M pour le traitement par le NS-
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398. Pour les cellules K562, un effet significatif a ŽtŽ observŽ, mais seulement pour la 

concentration maximale. 

Par ailleurs, nous avons ŽtudiŽ lÕeffet du nimŽsulide et du cŽlŽcoxib sur lÕindex 

mitotique des cellules U937 (Figure 20). Nous avons ainsi observŽ que le nimŽsulide et le 

cŽlŽcoxib diminuent le nombre de cellules en mitose avec un effet significatif d•s 40%M pour 

le nimŽsulide et d•s 20%M pour le cŽlŽcoxib. Ces rŽsultats apportent donc un autre argument 

quant ˆ lÕeffet anti-prolifŽratif des inhibiteurs de COX-2.  

 

En conclusion de cette partie de nos travaux, nous avons observŽ que les trois 

inhibiteurs de COX-2 sont aussi capables dÕinhiber la prolifŽration des diffŽrentes 

cellules leucŽmiques utilisŽes avec un effet plus important sur la lignŽe U937 et une 

faible sensibilitŽ pour la lignŽe K562. Nous utiliserons majoritairement ces deux lignŽes 

cellulaires pour la suite de lÕŽtude. 

 

4.2 Effet des inhibiteurs de COX-2 sur lÕapoptose des diffŽrentes lignŽes cellulaires 

 

Afin de vŽrifier si lÕeffet anti-prolifŽratif observŽ prŽcŽdemment est la consŽquence 

dÕune induction de mort cellulaire, lÕeffet des inhibiteurs de COX-2 sur lÕapoptose et la 

nŽcrose des cellules U937 a ŽtŽ ŽtudiŽ par observation de la morphologie nuclŽaire. (Figure 

21). Nous avons utilisŽ des cellules U937 traitŽes par lÕŽtoposide (100%M) pendant 5h comme 

contr™le positif. Nous avons ainsi observŽ que dans ce contr™le que 73,67 ± 7,59% des 

cellules prŽsentent un noyau fragmentŽ ou avec une condensation de la chromatine. Ce type 

de morphologie nÕa pas ŽtŽ observŽ pour les cellules U937 traitŽes par le nimŽsulide 

(100%M), per le NS-398 (100%M) ou par le cŽlŽcoxib (40%M), ce qui signifie quÕil nÕy a pas 

dÕinduction dÕapoptose. Aucune induction de nŽcrose nÕa ŽtŽ observŽe. Nous avons confirmŽ 

nos rŽsultats pour le nimŽsulide et le NS-398 par lÕŽtude du clivage de la caspase-3 par 

Western Blot (Figure 21). En effet, la caspase-3 est clivŽe durant lÕapoptose (activation) 

comme montrŽ avec le contr™le positif (Žtoposide). Ce clivage nÕa pas ŽtŽ observŽ avec le 

nimŽsulide et le NS-398. 

 

Nous pouvons conclure que les inhibiteurs de COX-2 nÕinduisent pas lÕapoptose. 

Pour le nimŽsulide, nous nÕobservons pas dÕapoptose ˆ des concentrations de 10 ˆ 

100!M et pour le NS-398 et ˆ des concentrations de 10 ˆ 40!M.  
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Figure 19 : Evaluation de lÕeffet des inhibiteurs de COX-2 sur la prolifŽration cellulaire 

des lignŽes cellulaire U937 et K562 par marquage au CFSE 

Les cellules U937 et K562 ont ŽtŽ marquŽes avec 0,2%M de CFSE. Les cellules ont alors ŽtŽ 

traitŽes par diffŽrentes concentrations de nimŽsulide (10, 40, 100%M), de NS-398 (10, 40, 

100%M) ou  de cŽlŽcoxib (10, 20, 30, 40%M). La fluorescence du CFSE a ensuite ŽtŽ mesurŽe 

par cytomŽtrie en flux ˆ t=0, 24h et 48h apr•s traitement. Les valeurs de fluorescence de 

t=48h ont ŽtŽ divisŽes par les valeurs obtenues ˆ t=0h. Les valeurs obtenues ont ensuite ŽtŽ 

normalisŽes par la valeur des Žchantillons non traitŽs (0) (intensitŽ de fluorescence relative). 

Comme lÕintensitŽ de fluorescence est inversement proportionnelle ˆ la prolifŽration 

cellulaire, les rŽsultats ont ŽtŽ reprŽsentŽs par lÕinverse de lÕintensitŽ de fluorescence relative 

(1/MFI). Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de quatre expŽriences ± DS (dŽviation 

standard). * : p< 0,05 ; **: p< 0,01 ; ***: p< 0,001  
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Figure 20: Effet du nimŽsulide et du cŽlŽcoxib sur lÕindex mitotique des cellules U937 

Les cellules U937 ont ŽtŽ traitŽes pendant 48h par du cŽlŽcoxib (40%M) ou du nimŽsulide 

(100%M). Les cellules en mitose ont ŽtŽ comptŽes par morphologie nuclŽaire ˆ lÕaide dÕune 

coloration de May-GrŸnwald Giemsa. Les profils de cellules mitotiques sont reprŽsentŽs en A 

et les quantification en B. Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences ± DS 

(dŽviation standard).* : p< 0,05 ; **: p< 0,01 ; ***: p< 0,001  
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Figure 21 : Evaluation de lÕeffet des inhibiteurs spŽcifiques de COX-2 sur lÕapoptose des 

cellules U937 

A Les cellules ont ŽtŽ ensemencŽes ˆ la concentration de 200000 cellules/mL lors de 

lÕexposition au cŽlŽcoxib (40%M), au nimŽsulide (100%M) ou au NS-398 (100%M). 

LÕapoptose a ŽtŽ ŽtudiŽe par morphologie nuclŽaire ˆ lÕaide dÕun marquage au Hoechst 33342 

apr•s 6 jours de traitement. Les rŽsultats ont ŽtŽ confirmŽs par lÕŽtude du clivage de la 

caspase-3 par Western Blot (B). LÕŽtoposide (100%M pendant 5h) a ŽtŽ utilisŽ comme 

contr™le positif pour induire lÕapoptose. Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de trois 

expŽriences ± DS (dŽviation standard). Ctrl : contr™le ; * : p< 0,05 ; **: p< 0,01 ; ***: p< 

0,001.  
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4.3 Effet des inhibiteurs de COX-2 sur le cycle cellulaire 

 

Nos rŽsultats prŽcŽdents ont exclu un effet pro-apoptotique des inhibiteurs de COX-2 

dans la gamme de concentrations utilisŽes pour Žtudier la prolifŽration des diffŽrentes lignŽes 

cellulaires (10-100%M pour le nimŽsulide et le NS-398 et 10-40%M pour le cŽlŽcoxib). Nos 

rŽsultats sugg•rent ainsi que les inhibiteurs de COX-2 ont un effet sur le cycle cellulaire. 

 

4.3.1  Effet du nimŽsulide sur le cycle cellulaire 

 

Afin de mieux comprendre ˆ quel niveau la prolifŽration des cellules U937 est 

perturbŽe, nous avons ŽtudiŽ le cycle cellulaire de ces cellules traitŽes par le nimŽsulide (10, 

40 et 100%M) par cytomŽtrie en flux, ˆ lÕaide dÕun marquage ˆ lÕiodure de propidium (Figure 

22). Nous avons ainsi remarquŽ quÕil y a une accumulation des cellules en phase G0/G1 du 

cycle cellulaire et une rŽduction du nombre des cellules en phase S et G2/M apr•s 24h et 48h 

de traitement. Les rŽsultats prŽsentŽs ont ŽtŽ obtenus pour 100%M de nimŽsulide. Pour 24h de 

traitement, le pourcentage de cellules en phase G0/G1 dans le contr™le est de 40,95 ± 2,49% 

contre 54,75 ± 4,17% pour les cellules traitŽes par le nimŽsulide (100%M). Apr•s 48h, le 

nombre de cellules en phase G0/G1 passe de 39,82 ± 3,99% pour le contr™le ˆ 51,54 ± 1,82% 

pour les cellules traitŽes. Ces rŽsultats sont donc corrŽlŽs aux rŽsultats obtenus prŽcŽdemment 

avec les tests dÕexclusion au bleu de trypan. 

Afin de montrer que cet effet nÕest pas exclusif dÕune seule lignŽe cellulaire, nous 

avons ŽtudiŽ lÕeffet du nimŽsulide (100%M) sur le cycle cellulaire des cellules Hel, Jurkat et 

Raji apr•s 48h de traitement (Figure 23). Nous avons pu observer quÕil y a une accumulation 

des cellules en phase G0/G1 du cycle cellulaire pour les lignŽes Hel et Raji traitŽes par le 

nimŽsulide, mais moins importante que pour la lignŽe U937. Cet effet sÕaccompagne aussi 

dÕune diminution du nombre de cellules en phase S et G2/M.  

Pour toutes les lignŽes cellulaires, lÕabsence de pic sub G1, correspondant aux 

cellules apoptotiques, confirme lÕabsence dÕapoptose pour les concentrations choisies. Il y a 

donc une bonne corrŽlation entre la sensibilitŽ des diffŽrentes lignŽes aux inhibiteurs de COX-

2 et lÕaccumulation en phase G0/G1 du cycle cellulaire. 
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4.3.2 Effet du NS-398 sur le cycle cellulaire 

 

De m•me que pour le nimŽsulide, nous avons ŽtudiŽ le cycle cellulaire des lignŽes 

U937 et K562 traitŽes par le NS-398 (100%M) (Figure 24). Comme pour le nimŽsulide, nous 

avons observŽ une accumulation des cellules U937 en phase G0/G1 et une rŽduction du 

nombre de cellules en phase S et G2/M. Pour 24h de traitement, le pourcentage de cellules en 

phase G0/G1 dans le contr™le est de 42,5 ± 2,98% contre 55,82 ± 3,52% pour les cellules 

traitŽes par le nimŽsulide (100%M). La modification du profil du cycle cellulaire est similaire 

ˆ celle observŽe avec le nimŽsulide et nÕa pas ŽtŽ observŽe pour la lignŽe K562 m•me apr•s 

48h dÕexposition.  

4.3.3 Effet du cŽlŽcoxib sur le cycle cellulaire 

 

LÕeffet du cŽlŽcoxib sur le cycle cellulaire des lignŽes U937 et K562 a aussi ŽtŽ 

ŽtudiŽ par cytomŽtrie en flux ˆ lÕaide dÕun marquage ˆ lÕiodure de propidium (Figure 25). 

Nous avons constatŽ que pour le nimŽsulide et le NS-398, le traitement des cellules U937 par 

le cŽlŽcoxib (10-40%M) conduit ˆ une accumulation de ces derni•res en phase G0/G1 du cycle 

cellulaire et cet effet et dÕautant plus important que la concentration est grande. LÕeffet 

maximum peut donc •tre clairement observŽ pour 40%M et 48h dÕexposition. A cette 

concentration, 69,63 ± 11,25% des cellules se trouvent en G0/G1 apr•s 24h et 66 ± 5,43% 

apr•s 48h. Ces valeurs sont similaires ˆ celles obtenues avec 100%M de nimŽsulide ou de NS-

398, ce qui montre que le cŽlŽcoxib est plus efficace pour inhiber la progression du cycle 

cellulaire des cellules U937 que les deux autres inhibiteurs. Ces rŽsultats confirment donc la 

capacitŽ plus importante du cŽlŽcoxib ˆ inhiber la prolifŽration des cellules U937, observŽe 

prŽcŽdemment. LÕaccumulation des cellules en phase G0/G1 est associŽe ˆ une diminution du 

nombre de cellules en phase S et G2/M qui nÕa pas ŽtŽ observŽe pour les cellules K562. Par 

ailleurs, lÕabsence de pic sub G1 confirme lÕabsence dÕapoptose induite par le cŽlŽcoxib 

comme montrŽ prŽcŽdemment par morphologie nuclŽaire.  

 

En conclusion, ces rŽsultats montrent que les inhibiteurs de COX-2 diminuent la 

prolifŽration des cellules Hel, Jurkat, Raji et U937 via une accumulation des cellules en 

phase G0/G1 du cycle cellulaire. Cet effet peut •tre la consŽquence dÕune modulation des 

acteurs de la transition G0/G1 ou G1/S du cycle cellulaire.  
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Figure 22: Effet du nimŽsulide sur la distribution du cycle cellulaire des cellules U937 et 

K562 

Les cellules U937 et K562 ont ŽtŽ traitŽes pendant 24h et 48h par le nimŽsulide (100%M). Le 

cycle cellulaire a ŽtŽ analysŽ par cytomŽtrie en flux ˆ lÕaide dÕun marquage ˆ lÕiodure de 

propidium. Le nombre de cellules dans chaque phase (Sub-G1, G0/G1, S, G2/M) a ŽtŽ ŽvaluŽ. 

Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences ± DS (dŽviation standard). (Ctrl : 

Contr™le ; Sub-G1 : Cellules hypodiplo•des). * : p< 0,05  
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Figure 23: Effet du nimŽsulide sur la distribution du cycle cellulaire des cellules Hel, 

Jurkat et Raji 

Les cellules Hel, Jurkat et Raji ont ŽtŽ traitŽes pendant 48h par le nimŽsulide (100%M). Le 

cycle cellulaire a ŽtŽ analysŽ par cytomŽtrie en flux ˆ lÕaide dÕun marquage ˆ lÕiodure de 

propidium. Le nombre de cellules dans chaque phase (Sub-G1, G0/G1, S, G2/M) a ŽtŽ 

quantifiŽ. Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences ± DS (dŽviation 

standard). Ctrl : Contr™le ; Sub-G1 : Cellules hypodiplo•des. * : p< 0,05  
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Figure 24: Effet du NS-398 sur la distribution du cycle cellulaire des cellules U937 et K562 

Les cellules U937 (A) et K562 (B) ont ŽtŽ traitŽes pendant 24h et 48h par le NS-398 

(100%M). Le cycle cellulaire a ŽtŽ analysŽ par cytomŽtrie en flux ˆ lÕaide dÕun marquage ˆ 

lÕiodure de propidium. Le nombre de cellules dans chaque phase (Sub-G1, G0/G1, S, G2/M) a 

ŽtŽ ŽvaluŽ. Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences ± DS (dŽviation 

standard). Ctrl : Contr™le ; Sub-G1 : Cellules hypodiplo•des. * : p< 0,05 
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Figure 25: Effet du cŽlŽcoxib sur la distribution du cycle cellulaire des cellules U937 et 

K562 

Les cellules U937 ont ŽtŽ traitŽes pendant 24h (A) et 48h (B) par du cŽlŽcoxib (10-40%M). Le 

cycle cellulaire a ŽtŽ analysŽ par cytomŽtrie en flux ˆ lÕaide dÕun marquage ˆ lÕiodure de 

propidium. Le nombre de cellules dans chaque phase (Sub-G1, G0/G1, S, G2/M) a ŽtŽ ŽvaluŽ. 

Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences ± DS (dŽviation standard). Ctrl : 

Contr™le ; Sub-G1 : Cellules hypodiplo•des. * : p< 0,05 ; **: p< 0,01 ; ***: p< 0,001. 
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4.3.4 Effet des inhibiteurs de COX-2 sur lÕexpression dÕacteurs de la transition G1/S du 

cycle cellulaire 

 

PrŽcŽdemment, nous avons observŽ une accumulation en phase G0/G1 des cellules 

U937 traitŽes par les inhibiteurs de COX-2. Afin de mieux comprendre les mŽcanismes 

dÕinhibition du cycle cellulaire mis en jeu, lÕexpression de diffŽrents acteurs du cycle 

cellulaire impliquŽs dans la transition G0/G1 et G1/S a ŽtŽ analysŽe par PCR en temps rŽel. 

Ainsi, les niveaux dÕexpression de p18, p19, p21, p27, de la cycline D1 et de PCNA ont ŽtŽ 

ŽvaluŽs dans les cellules U937 traitŽes pendant 24h et 48h ˆ diffŽrentes concentrations de 

nimŽsulide, NS-398 (10, 40 et 100%M) ou de cŽlŽcoxib (10, 20, 30 et 40%M). 

Pour le nimŽsulide (Figure 26), lÕŽtude a montrŽ une diminution de lÕexpression de 

PCNA dÕun facteur 0,82 ± 0,06 pour 48h de traitement ˆ 100%M. Nous avons aussi observŽ 

une diminution de lÕexpression de la cycline D1 significative apr•s 24h de traitement d•s 

100%M. Apr•s 48h de traitement, ˆ 100%M, le facteur de rŽduction est de 0,58 ± 0,18. Aucune 

modification de lÕexpression de ces acteurs du cycle cellulaire nÕa ŽtŽ observŽe dans les 

cellules K562 (Figure 26). Par ailleurs, des rŽsultats similaires ont ŽtŽ obtenus avec le NS-398 

et le cŽlŽcoxib (Figure 26).  

LÕexpression de PCNA est sous la dŽpendance du facteur de transcription E2F et de 

la phosphorylation du facteur Rb qui le sŽquestre dans le cytoplasme (Stewart, Westfall et al. 

2003). Le niveau de phosphorylation de Rb dŽpend des Cdks et des Cdki (p18, p19, p21, 

p27). Dans notre Žtude, la diminution de lÕexpression de PCNA sugg•re une inhibition de la 

phosphorylation de Rb. Ces rŽsultats nous ont donc conduis ˆ analyser lÕexpression de Cdki 

(Figure 26). Nous avons montrŽ par PCR en temps rŽel une augmentation de lÕexpression de 

p27 apr•s 24h et 48h de traitement par le nimŽsulide dans les cellules U937 mais pas dans les 

cellules K562 (Figure 26). Cet effet est significatif ˆ 100%M pour 24h et 48h de traitement 

avec des pourcentages dÕinduction de 16,8 ± 0,4% et 17,2 ± 0,38% respectivement. Des 

rŽsultats similaires ont ŽtŽ observŽs pour les deux autres inhibiteurs de COX-2, le NS-398 et 

le cŽlŽcoxib (Figure 26, Figure 27). Une augmentation de lÕexpression de p18, p19 a pu aussi 

•tre observŽe dans les cellules U937 mais ces modifications sont aussi prŽsentes dans les 

cellules K562 (Figure 26). Nous avons aussi exclu p21 puisque nous avons remarquŽ une 

diminution du niveau dÕARNm apr•s 48h de traitement avec le nimŽsulide et le NS-398 et pas 

de modifications pour les cellules K562. p21 est un inhibiteur du cycle cellulaire et donc une 
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diminution de son expression serait plut™t compatible avec une accentuation de la 

prolifŽration cellulaire. LÕensemble des rŽsultats de PCR en temps rŽel a ŽtŽ rŽcapitulŽ dans le 

tableau 8 Nous nous sommes par consŽquent principalement focalisŽs sur les acteurs modulŽs 

dans la lignŽe U937 et pas dans la lignŽe K562, cÕest ˆ dire, les protŽines p27, PCNA et la 

cycline D1. 

 

Afin de vŽrifier si les modulations observŽes au niveau de lÕARNm peuvent •tre 

observŽes au niveau protŽique, nous avons ŽvaluŽ lÕexpression de ces acteurs du cycle 

cellulaire par Western blot (Figure 28). Les rŽsultats nous ont montrŽ que apr•s 48h de 

traitement par du nimŽsulide, il y a une diminution de lÕexpression de la cycline D1 et de 

PCNA ˆ 100%M et une augmentation d•s 40%M de lÕexpression de p27. Ces modifications 

nÕont pas ŽtŽ observŽes pour la lignŽe K562. Ainsi les rŽsultats de PCR en temps rŽel ont ŽtŽ 

confirmŽs par Western Blot. Ces diffŽrences observŽes pourraient expliquer pourquoi il y a 

une inhibition de la prolifŽration cellulaire et une accumulation des cellules en phase G0/G1 

du cycle cellulaire dans le cas des cellules U937 et pas pour les cellules K562. 

 

Pour conclure, nos rŽsultats montrent ici que les inhibiteurs de COX-2 

conduisent ˆ une accumulation des cellules en phase G0/G1 du cycle cellulaire. Cet effet 

sÕaccompagne dÕune diminution de lÕexpression de la cycline D1 et dÕune augmentation 

de lÕexpression de p27.  
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Figure 26 : Etude de lÕexpression des Cdki du cycle cellulaire dans la lignŽe K562 traitŽe 

avec le nimŽsulide. 

LÕexpression des ARNm de la cycline D1 et de PCNA (A) et des Cdki p18, p19, p21 et p27 

(B) a ŽtŽ ŽtudiŽe par PCR en temps rŽel. Les cellules U937 ont ŽtŽ traitŽes pendant 48h ˆ 10, 

40 ou 100%M de nimŽsulide. Les rŽsultats de PCR reprŽsentent la diffŽrence relative de la 

quantitŽ de transcrit du g•ne cible par rapport ˆ la quantitŽ de transcrit du g•ne de rŽfŽrence 

(lÕactine !). Ces rŽsultats sont reprŽsentatifs dÕau moins deux expŽriences. PCNA : 

proliferating cell nuclear antigen. Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences ± 

DS (dŽviation standard). * : p< 0,05 
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LŽgende : voir page prŽcŽdente. 
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Figure 27 : Etude de lÕexpression des Cdki du cycle cellulaire dans la lignŽe U937 traitŽe 

avec le cŽlŽcoxib. 

LÕexpression des ARNm de p27, de la cycline D1 et de PCNA a ŽtŽ ŽtudiŽe par PCR en temps 

rŽel. Les cellules U937 ont ŽtŽ traitŽes pendant 24h par diffŽrentes concentrations de 

cŽlŽcoxib (10-40%M). Les rŽsultats de PCR reprŽsentent la diffŽrence relative de la quantitŽ 

de transcrit du g•ne cible par rapport ˆ la quantitŽ de transcrit du g•ne de rŽfŽrence (lÕactine 

!). Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences ± DS (dŽviation standard). 

PCNA : proliferating cell nuclear antigen. Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de trois 

expŽriences ± DS (dŽviation standard). * : p< 0,05  
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Tableau 8 : RŽcapitulatif des analyses de PCR en temps rŽel des acteurs de la transition 

G1/S du cycle cellulaire 

Les PCR en temps rŽels que nous avons rŽalisŽes nous ont permis de trouver des ŽlŽments de 

comparaisons entre les cellules U937 et K562 qui pourraient expliquer pourquoi les 

inhibiteurs de COX-2 induisent une inhibition de la prolifŽration des cellules U937 mais pas 

des cellules K562. Ces facteurs sont p27, PCNA, cycline D1 et Rb. Le r™le de ces protŽines 

est aussi montrŽ au niveau du cycle cellulaire. + : augmentation ; - : diminution ; 0 : pas 

dÕeffet significatif (p ) 0,05) ; ¯ : pas encore analysŽ 

 

 

 

 U937 K562 

NimŽsulide NS-398 CŽlŽcoxib NimŽsulide NS-398 

p18 + + ¯ + + 

p19 + + ¯ + + 

p21 - - ¯ 0 + 

p27 + + + 0 0 

PCNA - - - 0 0 

cycline D1 - - - 0 + 

Rb + + ¯ 0 0 
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Figure 28 : Etude de lÕexpression de diffŽrents rŽgulateurs de la transition G1/S du cycle 

cellulaire dans les lignŽes U937 et K562 traitŽes par le nimŽsulide. 

LÕexpression de p27 (A), de la cycline D1 (B) et de PCNA (C) a ŽtŽ ŽtudiŽe par Western Blot 

dans les cellules U937. Les cellules ont ŽtŽ traitŽes pendant 48h par diffŽrentes concentrations 

de nimŽsulide (10, 40 et 100%M). LÕactine ! a ŽtŽ utilisŽe comme g•ne de rŽfŽrence. Les 

rŽsultats montrŽs sont reprŽsentatifs de trois expŽriences similaires. Ctrl : Contr™le. 
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4.3.5 Effet des inhibiteurs de COX-2 sur lÕexpression de la protŽine c-Myc 

 

La cycline D1 est un acteur tr•s prŽcoce du cycle cellulaire dont lÕexpression est 

rŽgulŽe par plusieurs oncog•nes comme par exemple lÕoncog•ne c-Myc qui se fixe sur le 

promoteur du g•ne de la cycline D1 pour initier sa transcription. Ces oncog•nes rŽgulent la 

transition G0/G1 du cycle cellulaire. PrŽcŽdemment, nous avons observŽ une augmentation de 

lÕexpression de p27 au niveau de lÕARNm. Or c-Myc est aussi connu pour rŽprimer 

lÕexpression de p27 au niveau transcriptionnel (Yang et al. 2001). Afin dÕŽtudier si 

lÕexpression de c-Myc est affectŽe par les inhibiteurs de COX-2, nous avons analysŽ le niveau 

dÕexpression de cette protŽine par Western Blot (Figure 29). Nous avons pu observer que le 

nimŽsulide et le cŽlŽcoxib induisent une diminution en fonction de la dose de lÕexpression de 

la protŽine c-Myc. Un effet similaire a ŽtŽ observŽ pour les autres lignŽes cellulaires (Hel, 

Jurkat et Raji) apr•s 24h de traitement avec le cŽlŽcoxib. Le nimŽsulide nÕaffecte pas 

lÕexpression de c-Myc dans la lignŽe K562, m•me apr•s 48h de traitement (Figure 29). 

La diminution de lÕexpression de c-Myc peut •tre la consŽquence dÕune diminution 

de la stabilitŽ de la protŽine. En effet, c-Myc est connu pour sa demi-vie tr•s courte dÕenviron 

trente minutes (Malempati, Tibbitts et al. 2006) et son expression est rŽgulŽe par dŽgradation 

de la protŽine via le protŽasome 26S (Junttila and Westermarck 2008). DÕapr•s cette 

hypoth•se, lÕutilisation dÕun inhibiteur spŽcifique du protŽasome 26S devrait prŽvenir la 

diminution de c-Myc induite par le nimŽsulide. Dans ce contexte, nous avons traitŽ les 

cellules U937 pendant 1h par du MG132 (5%M), un inhibiteur de protŽasome 26S puis nous 

avons traitŽ les cellules pendant 1h, 2h et 4h par le nimŽsulide (100%M) (Figure 30). Nous 

avons ensuite ŽtudiŽ lÕexpression de la protŽine c-Myc par Western Blot. LÕŽtude nous montre 

que le MG132 seul augmente lÕexpression de c-Myc d•s 1h de traitement, ce qui vŽrifie que 

c-Myc est bien rŽgulŽ par dŽgradation via le protŽasome 26S. Le nimŽsulide seul conduit ˆ 

une diminution de lÕexpression de c-Myc d•s 1h de traitement. Le co-traitement 

nimŽsulide/MG132 prŽvient cette diminution. Nos rŽsultats montrent, dÕune part que le 

protŽasome est bien un facteur important dans la rŽgulation de lÕexpression de c-Myc et 

dÕautre part, sugg•rent que le protŽasome pourrait •tre impliquŽ dans la diminution de 

lÕexpression de c-Myc. Cependant, cette rŽversion pourrait aussi •tre la consŽquence dÕune 

compensation de lÕeffet induit par le nimŽsulide, par lÕinhibition du protŽasome.  
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Figure 29 : Etude de lÕeffet des inhibiteurs de COX-2 sur lÕexpression de c-Myc dans les 

diffŽrentes lignŽes cellulaires  

LÕexpression de c-Myc a ŽtŽ ŽtudiŽe par Western Blot dans les cellules : U937 (A); Jurkat, 

Raji, Hel (B); ou K562 (C) traitŽes pendant 24h par diffŽrentes concentrations de nimŽsulide 

(10-100%M). LÕactine ! a ŽtŽ utilisŽe comme g•ne de rŽfŽrence. Les rŽsultats montrŽs sont 

reprŽsentatifs de trois expŽriences similaires. Ctrl : Contr™le. 
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Par ailleurs, la diminution de lÕexpression de c-Myc apr•s une heure de traitement nous a 

amenŽs ˆ Žmettre lÕhypoth•se que les inhibiteurs de COX-2 sont capables de diminuer 

lÕexpression de c-Myc pour des temps encore plus courts. Dans ce contexte, nous avons traitŽ 

les cellules U937 par le nimŽsulide pendant 5, 10, 20, 40 et 60 minutes. Nous avons ainsi 

observŽ une diminution du signal de c-Myc d•s 5 minutes de traitement (Figure 31). 

 

Afin de clairement identifier un effet sur la stabilitŽ de la protŽine c-Myc, nous avons 

utilisŽ le cycloheximide pour inhiber la traduction. Nous avons donc traitŽ ou non les cellules 

U937 pendant 1h ou 24h par le nimŽsulide (100%M), puis par le cycloheximide (10%g/mL) 

pendant 5, 10, 20, 40 et 60 minutes. LÕexpression de c-Myc a ensuite ŽtŽ ŽtudiŽe par Western 

Blot (Figure 33).  

Pour lÕexpŽrience avec 1h de traitement par le nimŽsulide, le cycloheximide seul 

inhibe lÕexpression de c-Myc d•s 5 min de traitement. La demi-vie de c-Myc est de 47,20 ± 

6,68 minutes de traitement. Pour le co-traitement nimŽsulide/cycloheximide, nous nÕavons 

pas observŽ de changements significatifs de la demi-vie de la protŽine (36,61 ± 1,06 minutes) 

(Figure 32). Ces rŽsultats indiquent que la diminution de lÕexpression de la protŽine c-Myc 

nÕest pas la consŽquence dÕune dŽstabilisation de la protŽine. 

LÕexpŽrience pour 24h de traitement (Figure 33) nous a montrŽ que le cycloheximide 

seul inhibe lÕexpression de c-Myc d•s 5 min de traitement. La demi-vie de c-Myc est de 43,69 

± 6,85 minutes de traitement. Pour le co-traitement nimŽsulide/cycloheximide, nous avons 

observŽ une stabilisation de la protŽine (demi-vie de 60,13 ± 5,14 minutes). En effet, la 

diminution de lÕexpression de c-Myc est observable ˆ partir de 40 minutes pour le nimŽsulide 

et 40 minutes pour le cŽlŽcoxib. Notre Žtude montre ainsi que la diminution de lÕexpression de 

c-Myc induite par les inhibiteurs de COX-2 (nimŽsulide et cŽlŽcoxib) nÕest pas le rŽsultat 

dÕune dŽstabilisation de la protŽine. 

 

LÕensemble des rŽsultats de cette partie sugg•re que la diminution de 

lÕexpression de c-Myc passe par un mŽcanisme de rŽgulation du niveau dÕARNm 

(transcription et/ou stabilitŽ de lÕARNm) ou de la traduction de la protŽine. 
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Figure 30 : Etude de lÕimplication du protŽasome 26S dans la diminution de lÕexpression 

de c-Myc 

LÕexpression de c-Myc a ŽtŽ ŽtudiŽe par Western Blot dans les cellules U937 prŽtraitŽes ou 

non par du MG132 (5%M) pendant 1h, puis traitŽes pendant 1h, 2h et 4h par le nimŽsulide 

(100%M) (A). Les rŽsultats du co-traitement MG132/ nimŽsulide sont reprŽsentŽs en B. 

LÕeffet du MG-132 seul est montrŽ en C. LÕactine ! a ŽtŽ utilisŽe comme g•ne de rŽfŽrence. 

Les rŽsultats montrŽs sont reprŽsentatifs de trois expŽriences similaires. Ctrl : Contr™le ; 

Nime : nimŽsulide.   
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Figure 31 : Etude de lÕeffet du nimŽsulide sur lÕexpression de c-Myc 

LÕexpression de c-Myc a ŽtŽ ŽtudiŽe Western Blot dans les cellules U937 traitŽes pendant 1h 

par le nimŽsulide (100%M). LÕactine ! a ŽtŽ utilisŽe comme g•ne de rŽfŽrence. Les rŽsultats 

montrŽs sont reprŽsentatifs de trois expŽriences similaires. Ctrl : Contr™le ; Nime : 

nimŽsulide.  
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Figure 32 : Etude de lÕexpression et de la stabilitŽ de la protŽine c-Myc dans les lignŽes 

cellulaires U937 traitŽes par le nimŽsulide pendant 1h. 

LÕexpression de c-Myc a ŽtŽ ŽtudiŽe par Western Blot dans les cellules U937 traitŽes pendant 

1h par le cycloheximide (10%g/mL) (A) ou pendant 1h par le nimŽsulide (100%M) puis 1h par 

le cycloheximide (10%g/mL) (B). Les rŽsultats de PCR reprŽsentent la diffŽrence relative de la 

quantitŽ de transcrit du g•ne cible par rapport ˆ la quantitŽ de transcrit du g•ne de rŽfŽrence 

(actine-!). Les rŽsultats montrŽs sont reprŽsentatifs de trois expŽriences similaires. Les demi-

vie sont reprŽsentŽes en C. Ctrl : Contr™le ; Nime : nimŽsulide. * : p < 0,05.  
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Figure 33 : Etude de lÕexpression et de la stabilitŽ de la protŽine c-Myc dans les lignŽes 

cellulaires U937 traitŽes par le nimŽsulide pendant 24h. 

LÕexpression de c-Myc a ŽtŽ ŽtudiŽe par Western Blot dans les cellules U937 traitŽes pendant 

1h par le cycloheximide (10%g/mL) (A) ou pendant 24h par le nimŽsulide (100%M) puis 1h 

par le cycloheximide (10%g/mL) (B). Les rŽsultats de PCR reprŽsentent la diffŽrence relative 

de la quantitŽ de transcrit du g•ne cible par rapport ˆ la quantitŽ de transcrit du g•ne de 

rŽfŽrence (actine-!). Les rŽsultats montrŽs sont reprŽsentatifs de trois expŽriences similaires 

Les demi-vie sont reprŽsentŽes en C. Ctrl : Contr™le ; Nime : nimŽsulide. * : p < 0,05.  



RŽsultats 

 116 

4.3.6 Effet des inhibiteurs de COX-2 sur lÕexpression et la stabilitŽ de lÕARNm de c-Myc 

 

Nous avons tout dÕabord ŽtudiŽ lÕeffet des inhibiteurs de COX-2 sur lÕexpression de 

c-Myc au niveau de lÕARNm par PCR en temps rŽel dans les cellules U937. LÕanalyse a ŽtŽ 

effectuŽe pour 1h et 24h de traitement (Figure 34). Apr•s 1h heure de traitement par le 

nimŽsulide ou par le cŽlŽcoxib, nous avons ainsi observŽ une diminution du niveau dÕARNm 

c-Myc (-33,12 ± 7,98% et -46,53 ± 0,04% respectivement). Le cŽlŽcoxib a un effet plus 

important que le nimŽsulide. Cet effet peut •tre la consŽquence dÕune diminution de la 

transcription de c-Myc ou bien dÕune dŽstabilisation de lÕARNm. Afin de clarifier cet aspect, 

nous avons ŽtudiŽ la stabilitŽ de lÕARNm de c-Myc ˆ lÕaide de lÕactinomycine D (Act D), un 

antibiotique qui a la capacitŽ dÕinhiber la transcription des ARNm. Les cellules U937 ont 

donc ŽtŽ traitŽes pendant 1h par du nimŽsulide (100%M) ou du cŽlŽcoxib (40%M), puis par 

lÕAct D pendant 10, 20, 40 et 60 minutes. LÕexpression de c-Myc a ensuite ŽtŽ analysŽe par 

PCR en temps rŽel. Les rŽsultats nous montrent que la stabilitŽ de lÕARNm de c-Myc nÕest 

pas affectŽe significativement apr•s 1h. En effet, le traitement par lÕAct D engendre une demi-

vie de lÕARNm de c-Myc de 36,7 ± 4,24 minutes. Pour les Žchantillons traitŽs par le 

nimŽsulide ou par le cŽlŽcoxib, les demi-vies sont respectivement de 39,49 ± 4,34 minutes et 

43,19 ± 4,46 minutes. Ces donnŽes nous permettent de conclure quÕune diminution de la 

transcription de c-Myc est responsable de la diminution de lÕARNm apr•s 1h de traitement 

(Figure 34), 

Concernant les traitements de 24h, nous avons constatŽ une induction de lÕexpression 

de lÕARNm suite au traitement par les trois inhibiteurs de COX-2 (Figure 35, Figure 36). 

LÕaugmentation est dÕun facteur 1,42 ± 0,22 pour le nimŽsulide et 1,61 ± 0,20 pour le 

cŽlŽcoxib. Des rŽsultats similaires ont ŽtŽ obtenus avec le NS-398 (Figure 36) (induction de 

1,90 ± 0,50 fois ˆ 100%M apr•s 24h). De m•me que prŽcŽdemment, nous avons aussi ŽtudiŽ 

lÕeffet du nimŽsulide et du cŽlŽcoxib sur la stabilitŽ de lÕARN. Aucune modulation 

significative de c-Myc nÕa ŽtŽ observŽe dans les cellules K562 traitŽes par le nimŽsulide ou 

par le NS-398 (Figure 37). Nos rŽsultats sugg•rent une augmentation de la transcription de c-

Myc et sugg•rent une inhibition de la traduction de la protŽine par les inhibiteurs de COX-2. 

Nos rŽsultats nous ont permis dÕidentifier un effet bi-phasique des inhibiteurs 

de COX-2. Pour des temps de traitements courts (1h), nous observons une diminution de 

la transcription de c-Myc alors que pour les temps de traitement plus longs, les 

inhibiteurs pourraient exercer un effet sur la traduction de lÕARNm de c-Myc.   



RŽsultats 

 117 

A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : Etude de lÕexpression et de la stabilitŽ de lÕARNm de c-Myc dans les cellules 

U937 traitŽes pendant 1h avec le nimŽsulide ou le cŽlŽcoxib. 

Les cellules U937 ont ŽtŽ traitŽes pendant 1h par le nimŽsulide (100%M) ou par le cŽlŽcoxib 

(40%M). Le niveau dÕexpression de c-Myc a ŽtŽ ŽtudiŽ par PCR en temps rŽel (A). La stabilitŽ 

de lÕARNm de c-Myc a ŽtŽ ŽtudiŽe en traitant les cellules U937 par lÕAct D durant 1h apr•s 

traitement par le nimŽsulide ou le cŽlŽcoxib. Les rŽsultats de PCR reprŽsentent la diffŽrence 

relative de la quantitŽ de transcrit du g•ne cible par rapport ˆ la quantitŽ de transcrit du g•ne 

de rŽfŽrence (lÕactine-!). Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences ± DS 

(dŽviation standard). Ctrl : Contr™le ; * : p < 0,05   
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Figure 35 : Etude de lÕexpression et de la stabilitŽ de lÕARNm de c-Myc dans les cellules 

U937 traitŽes par le nimŽsulide ou le cŽlŽcoxib apr•s 24h de traitement 

Les cellules U937 ont ŽtŽ traitŽes pendant 24h par le nimŽsulide (100%M) ou par le cŽlŽcoxib 

(40%M). Le niveau dÕexpression de c-Myc a ŽtŽ ŽtudiŽ par PCR en temps rŽel (A). La stabilitŽ 

de lÕARNm de c-Myc a ŽtŽ ŽtudiŽe en traitant les cellules U937 par lÕAct D durant 1h apr•s 

traitement par le nimŽsulide ou le cŽlŽcoxib. Les rŽsultats de PCR reprŽsentent la diffŽrence 

relative de la quantitŽ de transcrit du g•ne cible par rapport ˆ la quantitŽ de transcrit du g•ne 

de rŽfŽrence (lÕactine-!). Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences ± DS 

(dŽviation standard). Ctrl : Contr™le ; * : p < 0,05.  
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Figure 36 : Etude de lÕexpression de lÕARNm de c-Myc dans les cellules U937 traitŽes par 

le NS-398 apr•s 24h et 48h de traitement 

LÕexpression de c-Myc a ŽtŽ ŽtudiŽe par Western Blot dans les cellules U937 traitŽes pendant 

24h (A) ou 48h (B) par du NS-398 (10-100%M). Le niveau dÕexpression de c-Myc a ŽtŽ ŽtudiŽ 

par PCR en temps rŽel. Les rŽsultats de PCR reprŽsentent la diffŽrence relative de la quantitŽ 

de transcrit du g•ne cible par rapport ˆ la quantitŽ de transcrit du g•ne de rŽfŽrence (lÕactine-

!). Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences ± DS (dŽviation standard). 

Ctrl : Contr™le. * : p < 0,05 ; **: p < 0,01. 

  



RŽsultats 

 120 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 37 : Etude de lÕexpression de c-Myc dans les lignŽes cellules K562 traitŽes par les 

diffŽrents inhibiteurs de COX-2. 

LÕexpression de c-Myc a ŽtŽ ŽtudiŽe par PCR en temps rŽel dans les cellules K562 traitŽes 

pendant 48h par du nimŽsulide (100%M) ou par du NS-398 (40%M). Le niveau dÕexpression 

de c-Myc a ŽtŽ ŽtudiŽ par PCR en temps rŽel. Les rŽsultats de PCR reprŽsentent la diffŽrence 

relative de la quantitŽ de transcrit du g•ne cible par rapport ˆ la quantitŽ de transcrit du g•ne 

de rŽfŽrence (lÕactine-!). Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences ± DS 

(dŽviation standard). Ctrl : Contr™le.  
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4.3.7 Effet des inhibiteurs de COX-2 sur la phosphorylation de ERK1/2 et de p38 MAPK 

 

Les rŽsultats obtenus apr•s 1h de traitement nous ont permis dÕŽmettre lÕhypoth•se 

que la transcription de c-Myc est diminuŽe. Parmi les voies de signalisation intracellulaires 

rŽgulant la transcription de c-Myc, la voie ERK et p38MAPK joue un r™le important (Chen et 

al. 2006). Par consŽquent, nous avons ŽtudiŽ la phosphorylation de ces deux protŽines par 

Western Blot dans les cellules U937 traitŽes pendant 5, 10, 20, 40 et 60 minutes par le 

nimŽsulide (100%M). 

Les rŽsultats nous montrent une diminution de la phosphorylation de ERK1/2 d•s 5 

min de traitement par le nimŽsulide (100%M). Nous avons utilisŽ le PD98059, un inhibiteur 

de ERK1/2 comme contr™le nŽgatif (25%M pendant 1h). LÕinhibiteur de ERK1/2 conduit par 

ailleurs ˆ une diminution de lÕexpression de c-Myc, ce qui montre bien lÕimportance de cette 

voie pour lÕexpression de cet oncog•ne. La diminution de ERK1/2 prŽc•de la diminution de 

lÕexpression de c-Myc (Figure 38).  

 

Concernant la protŽine p38, lÕinhibiteur de p38 (SB203580) conduit ˆ une diminution 

de la phosphorylation de p38 et ˆ une diminution de lÕexpression de c-Myc (Figure 38), ce qui 

dŽmontre bien que la protŽine p38 joue un r™le important dans lÕexpression de c-Myc. 

Cependant, aucune modification de la phosphorylation nÕa ŽtŽ observŽe avec les Žchantillons 

traitŽs par le nimŽsulide. La diminution de lÕexpression de c-Myc par le nimŽsulide nÕest donc 

pas la consŽquence dÕune modulation de la voie p38MAPK. 

 

Nos rŽsultats montrent que la diminution de lÕexpression de c-Myc induite par 

le nimŽsulide passe par une diminution de la transcription de c-Myc et est associŽe ˆ une 

diminution de la phosphorylation de ERK1/2, une voie rŽgulatrice de la transcription de 

c-Myc. 

 

4.3.8 Effet des inhibiteurs de COX-2 sur lÕexpression de microARNs 

 

Les donnŽes prŽcŽdentes nous ont suggŽrŽ un effet sur la traduction de lÕARNm c-

Myc apr•s 24h de traitement avec le nimŽsulide. LÕARNm qui code c-Myc contient un 

ŽlŽment ARE (AU-rich element) dans la rŽgion 3ÕNT (Jones et al. 1987). Cet ŽlŽment est la 

cible de miRs et de protŽines qui rŽgulent la traduction et/ou la stabilitŽ de lÕARN.  



RŽsultats 

 122 

Nous avons dans un premier temps ŽtudiŽ les miRs connus pour rŽguler la traduction de c-

Myc. A lÕaide des donnŽes de la littŽrature et de la base de donnŽe Ç Target Scan È, nous 

avons, dans un premier temps, sŽlectionnŽ les miRs pouvant cibler lÕARNm c-Myc (Figure 

39). Nous avons ainsi pu identifier un certain nombre de miRs pouvant se fixer sur lÕARNm 

de c-Myc. LÕimplication de certains de certains miRs dans la rŽgulation de la stabilitŽ ou de la 

traduction de lÕARNm de c-Myc a dŽjˆ ŽtŽ montrŽe dans la littŽrature. CÕest notamment le cas 

de miR-34a et des miRs de la famille Let-7 (Buechner, Tomte et al. 2011; Wong, Man et al. 

2011 ). 

Ainsi, lÕexpression de miR-34a et des miRs de la famille Let-7 a ŽtŽ analysŽe par 

PCR en temps rŽel apr•s 24h de traitement par le nimŽsulide ou le cŽlŽcoxib. LÕanalyse nÕa 

montrŽ aucune modulation significative de lÕexpression de miR-34a. Cependant, nous avons 

montrŽ une augmentation en fonction de la dose des miRs Let-7c et Let-7f avec le nimŽsulide 

et le cŽlŽcoxib. Pour Let-7c, la diffŽrence est significative pour 100%M de nimŽsulide et 

10%M de cŽlŽcoxib. Pour Let-7f, la diffŽrence est significative d•s 10%M de nimŽsulide et de 

cŽlŽcoxib. 

 

Nos rŽsultats sugg•rent que la traduction de c-Myc est inhibŽe par les 

inhibiteurs de COX-2. Notre hypoth•se est associŽe ˆ une augmentation de lÕexpression 

de Let-7c et de Let-7f, deux miRs qui se fixent sur la rŽgion 3ÕNT de lÕARNm de c-Myc. 

 

4.3.9 Etude de lÕexpression de COX-2 et de la synth•se de PGE2 apr•s traitement par les 

inhibiteurs de COX-2 

 

Comme nous lÕavons mentionnŽ prŽcŽdemment, il existe plusieurs isoformes de 

COXs. Nous avons aussi remarquŽ que la lignŽe cellulaire K562 Žtait la plus rŽsistante aux 

inhibiteurs de COX-2. Nous avons alors Žmis lÕhypoth•se que cette rŽsistance pourrait 

sÕexpliquer par des taux dÕexpression diffŽrentiels de COX-2 dans les diffŽrentes lignŽes 

cellulaires ŽtudiŽes. Dans ce contexte, nous avons ŽvaluŽ lÕexpression de COX-1 et de COX-2 

dans les lignŽes cellulaires Hel, Jurkat, K562, Raji et U937 par PCR en temps rŽel (Figure 

41). Toutes les lignŽes expriment fortement COX-1. Pour COX-2, le niveau dÕexpression 

dans la lignŽe K562 est le plus faible. LÕexpression de COX-2 a ensuite ŽtŽ ŽvaluŽe au niveau 

protŽique par Western Blot (Figure 41).  
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Figure 38 : Etude de la phosphorylation de ERK1/2 dans les cellules U937 traitŽes par le 

nimŽsulide. 

La phosphorylation de ERK1/2 a ŽtŽ ŽtudiŽe par Western Blot dans les cellules U937 traitŽe 

pendant 1h par du nimŽsulide (A). Le PD98059, un inhibiteur spŽcifique de ERK a ŽtŽ utilisŽ 

comme contr™le nŽgatif (25%M pendant 1h). Le profil de phosphorylation de ERK1/2 a ŽtŽ 

normalisŽ par lÕexpression totale de ERK1/2. Les membranes ont ensuite ŽtŽ rŽ-hybridŽes 

avec un anticorps pour c-Myc (B). Les rŽsultats sont reprŽsentatifs de trois expŽriences 

similaires.  
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Figure 39 : Etude des miRs pouvant potentiellement se fixer sur la rŽgion 3ÕNT de lÕARNm 

c-Myc par lÕalgorithme Ç TargetScan È. 

Plusieurs miRs ont la capacitŽ de se fixer dans la rŽgion 3ÕNT de lÕARNm de c-Myc. Ces 

miRs contr™lent ainsi la stabilitŽ de lÕARNm cible ou sa traduction. LÕalgorithme 

Ç TargetScan È (http://www.targetscan.org/) nous a permis dÕidentifier un certain nombre de 

miRs pouvant se fixer potentiellement en rŽgion 3ÕNT de c-Myc (A). Les miRs ayant prouvŽ 

cet effet dans la littŽrature sont encadrŽ en bleu. B, LÕexpression de miR-34a a ŽtŽ ŽtudiŽe par 

PCR en temps rŽel. Les cellules U937 ont ŽtŽ traitŽes pendant 48h par diffŽrentes 

concentrations de nimŽsulide (10, 40 et 100 %M) ou de cŽlŽcoxib (10-40%M). Les rŽsultats de 

PCR reprŽsentent la diffŽrence relative de la quantitŽ de transcrit du g•ne cible par rapport ˆ 

la quantitŽ de transcrit du g•ne de rŽfŽrence (RNA, U6B small nuclear ; RNU6B). Les valeurs 

ont ensuite ŽtŽ normalisŽes par les valeurs des Žchantillons non traitŽes. Les rŽsultats 

reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences ± DS (dŽviation standard).  
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Figure 40 : Effet du nimŽsulide et du cŽlŽcoxib sur lÕexpression de miRs de la famille Let-7 

LÕexpression des miRs de la famille Let-7 a ŽtŽ ŽtudiŽe par PCR en temps rŽel. Les cellules 

U937 ont ŽtŽ traitŽes pendant 48h par diffŽrentes concentrations de nimŽsulide (10-100 %M) 

ou de cŽlŽcoxib (10-40%M). Les rŽsultats de PCR reprŽsentent la diffŽrence relative de la 

quantitŽ de transcrit du g•ne cible par rapport ˆ la quantitŽ de transcrit du g•ne de rŽfŽrence 

(RNA, U6B small nuclear ; RNU6B). Les valeurs ont ensuite ŽtŽ normalisŽes par les valeurs 

des Žchantillons non traitŽes * : p < 0,05 ; **: p < 0,01 ; ***: p < 0,001. Les rŽsultats 

reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences ± DS (dŽviation standard).  
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Figure 41 : Evaluation de lÕexpression de COX-1 et de COX-2 

LÕexpression de COX-1 (A) et de COX-2 (B) a ŽtŽ ŽvaluŽe dans les lignŽes cellulaires Hel, 

Jurkat, K562, Raji et U937 au niveau de lÕARNm par PCR en temps rŽel et au niveau 

protŽique par Western Blot. Les expressions sont normalisŽes par un g•ne de 

rŽfŽrence (lÕactine-!). Les rŽsultats de PCR reprŽsentent la diffŽrence relative de la quantitŽ 

de transcrit du g•ne cible par rapport ˆ la quantitŽ de transcrit du g•ne de rŽfŽrence. Les 

rŽsultats montrŽs sont reprŽsentatifs de cinq expŽriences similaires. 
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Figure 42 : Evaluation de lÕexpression de p53 et de p73 

LÕexpression de p53 (A) et p73 (B) a ŽtŽ ŽvaluŽe dans les lignŽes cellulaires Hel, Jurkat, 

K562, Raji et U937 au niveau de lÕARNm par PCR en temps rŽel et au niveau protŽique par 

Western Blot. Les expressions sont normalisŽes par rapport ˆ un g•ne de rŽfŽrence (lÕactine-

!). Les rŽsultats de PCR reprŽsentent la diffŽrence relative de la quantitŽ de transcrit du g•ne 

cible par rapport ˆ la quantitŽ de transcrit du g•ne de rŽfŽrence. Les rŽsultats montrŽs sont 

reprŽsentatifs de trois expŽriences similaires. 
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Nous avons ainsi constatŽ que la protŽine COX-2 est exprimŽe dans les lignŽes 

cellulaires Hel, Jurkat, Raji et U937 mais presque absente dans la lignŽe K562. Ces donnŽes 

dŽmontrent une bonne corrŽlation entre lÕexpression de COX-2 et la sensibilitŽ des diffŽrentes 

lignŽes cellulaires aux inhibiteurs de COX-2. La m•me analyse a ŽtŽ rŽalisŽe pour les 

protŽines p53 et p73 qui sont aussi impliquŽes dans la rŽgulation du cycle cellulaire (Agarwal, 

Agarwal et al. 1995). Nos rŽsultats nÕont rŽvŽlŽ cependant aucune corrŽlation avec la 

sensibilitŽ des lignŽes cellulaires aux inhibiteurs de COX-2 (Figure 42). Ces donnŽes 

sugg•rent donc que les inhibiteurs de COX-2 gŽn•rent un effet qui dŽpend de COX-2. 

Les effets de COX-2 sur la prolifŽration cellulaire sont en partie la consŽquence 

dÕune production de PGE2 qui poss•dent la capacitŽ de transactiver ERK1/2 (Pai et al. 2002 ; 

Yu et al. 2009) et qui peuvent de ce fait contr™ler lÕexpression de c-Myc. Nous avons donc 

Žmis lÕhypoth•se selon laquelle lÕeffet des inhibiteurs dŽpend de COX-2. Dans ce cas, 

lÕadministration de PGE2 exog•ne pourrait contrecarrer la diminution de lÕexpression de c-

Myc induite par les inhibiteurs de COX-2. Les cellules U937 ont donc ŽtŽ prŽtraitŽes pendant 

1h avec diffŽrentes concentrations de PGE2 (10pM-50nM) avant incubation avec du 

nimŽsulide (100%M). Puis lÕexpression de c-Myc a ŽtŽ ŽtudiŽe par Western blot (Figure 43). 

Nous avons cependant constatŽ que la diminution de lÕexpression de c-Myc induite par le 

nimŽsulide est maintenue en prŽsence de PGE2.  

Ces rŽsultats sont renforcŽs par lÕŽtude de la production de PGE2 par les cellules par 

ELISA (Figure 44). En effet, lÕanalyse a dŽmontrŽ que la synth•se de PGE2 dans les cellules 

U937 est tr•s faible, suggŽrant une faible activitŽ enzymatique. De plus, la production de 

PGE2 nÕest pas altŽrŽe par le traitement avec les diffŽrents inhibiteurs de COX-2 pour la 

lignŽe U937 et K562. En guise de contr™le positif pour le test ELISA, nous avons utilisŽ les 

cellules K562 traitŽes par du PMA (160nM) pendant 24h. Comme attendu, une augmentation 

tr•s significative (p ) 0,001) de la production de PGE2 a ŽtŽ observŽe (+ 97,45 ± 17,11 

pg/mL). 

 

En conclusion, nos rŽsultats sugg•rent donc que malgrŽ une bonne corrŽlation 

entre lÕexpression de COX-2 et la sensibilitŽ des diffŽrentes lignŽes cellulaires aux 

inhibiteurs de COX-2, la diminution de lÕexpression de c-Myc par ces m•mes inhibiteurs 

est indŽpendante de la synth•se de PGE2, donc de lÕactivitŽ enzymatique de COX-2. 
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Figure 43 : Etude de lÕeffet des prostaglandines E2 sur lÕinhibition de lÕexpression de c-

Myc induite par le nimŽsulide  

Les cellules U937 ont ŽtŽ traitŽes pendant 1h par diffŽrentes concentrations de PGE2, puis 

traitŽes pendant 1h par le nimŽsulide (100%M). LÕexpression de la protŽine c-Myc a ensuite 

ŽtŽ ŽvaluŽe par Western Blot. Les rŽsultats sont reprŽsentatifs de trois expŽriences similaires. 

C : contr™le ; N : nimŽsulide 
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Figure 44 : Etude de lÕeffet des inhibiteurs de COX-2 sur la synth•se de prostaglandines E2  

Les cellules U937 (A) et K562 (B) ont ŽtŽ traitŽes pendant 24h par diffŽrentes concentrations 

de nimŽsulide (10-100%M), de NS-398 (10-100%M) ou de cŽlŽcoxib (10-40%M). La 

concentration en PGE2 dans le surnageant des Žchantillons a ensuite ŽtŽ ŽvaluŽe par ELISA. 

Les concentrations sont exprimŽes en pg/mL pour 1 million de cellules. Les cellules K562 

traitŽes par 160nM de PMA pendant 24h ont ŽtŽ utilisŽes comme contr™le positif. Les 

rŽsultats reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences ± DS (dŽviation standard). 

* : p < 0,05 ; **: p < 0,01 ; ***: p < 0,001 
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4.3.10 Effet des inhibiteurs de COX-2 sur lÕexpression de marqueurs de diffŽrentiation 

myŽlo•de 

 

LÕexpression de c-Myc est associŽe au maintien dÕun Žtat indiffŽrenciŽ dans les cellules 

tumorales (Pedrazzoli et al. 1989; Hoffman, Amanullah et al. 2002 ). Par ailleurs, 

lÕaccumulation des cellules en phase G0/G1 du cycle cellulaire est une caractŽristique des 

cellules en cours de diffŽrenciation (Furukawa 1997). Nos rŽsultats sont compatibles avec ce 

mod•le et donc ˆ lÕŽtablissement dÕun Žtat plus diffŽrenciŽ des cellules U937 traitŽes par les 

inhibiteurs de COX-2. 

Les cellules pro-myŽlo•des U937 poss•dent la capacitŽ de se diffŽrentier en monocytes 

ou en granulocytes. LÕexpression de marqueurs myŽlo•des a ŽtŽ ŽvaluŽe dans ces cellules 

traitŽes par le nimŽsulide ou par le cŽlŽcoxib. Les marqueurs CD11b et CD14 qui sont 

majoritairement exprimŽs par les monocytes (Simmons et al. 1989; Kirkland et al. 1998 ) et 

CD15 qui est prŽfŽrentiellement exprimŽ par les granulocytes (Nakayama et al. 2001) ont 

ainsi ŽtŽ ŽtudiŽs par cytomŽtrie en flux (Figure 45). A partir de 10%M de nimŽsulide ou de 

cŽlŽcoxib, une augmentation dŽpendante de la dose de CD15 a ŽtŽ observŽe apr•s 48h de 

traitement dans les cellules U937. LÕaugmentation du signal atteint 175,99 ± 63,83 % pour la 

concentration maximale en nimŽsulide et 151,12 ± 75,03 % pour 40%M de cŽlŽcoxib. Aucune 

modification de lÕexpression de CD11b ou de CD14 nÕa ŽtŽ observŽe (Figure 45), m•me pour 

des temps de traitement plus longs comme 72h. Seul le cŽlŽcoxib ˆ la concentration de 40%M 

inhibe lŽg•rement lÕexpression de CD11b. Ces donnŽes sugg•rent donc lÕacquisition de 

caractŽristiques granulocytiques pour les cellules U937. 

Les cellules qui se diffŽrencient sÕaccumulent en phase G0 du cycle cellulaire et 

deviennent de ce fait quiescentes (Ketley, Allen et al. 2000). Afin de savoir si nos cellules 

sont en phase G0 du cycle cellulaire, nous avons ŽtudiŽ lÕexpression de la protŽine Ki-67, une 

protŽine dont la fonction nÕest pas encore prŽcisŽment connue mais est prŽsente dans le noyau 

de cellules qui prolif•rent et qui est absente dans les cellules quiescentes et sŽnescentes 

(Schluter, Duchrow et al. 1993). Nous avons ŽtudiŽ lÕexpression de cette protŽine dans les 

cellules U937 traitŽes par le nimŽsulide ou le cŽlŽcoxib par microscopie ˆ fluorescence et par 

cytomŽtrie en flux (Figure 46). Une augmentation significative du nombre de cellules 

nÕexprimant pas Ki-67 a ŽtŽ observŽe, montrant quÕune partie des cellules sÕaccumulent en 

phase G0 du cycle cellulaire apr•s traitement par les inhibiteurs de COX-2. Le pourcentage de 

cellules nÕexprimant pas Ki-67 atteint 21,13 ± 3,56% ˆ 100%M de nimŽsulide et 20,42 ± 

3,93% pour 40%M de cŽlŽcoxib. Ces rŽsultats sont compatibles avec une accumulation des 
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cellules en phase G0 du cycle cellulaire. LÕinhibition de la prolifŽration cellulaire, associŽe ˆ 

une accumulation des cellules en phase G0/G1 du cycle cellulaire sont des caractŽristiques 

retrouvŽes aussi lors dÕune induction de la sŽnescence cellulaire (Kurz, Decary et al. 2000; 

Lleonart et al. 2009). La sŽnescence cellulaire Žtant associŽe ˆ une augmentation de la masse 

lysosomiale (Kurz, Decary et al. 2000), une augmentation de lÕactivitŽ !-gal peut donc •tre 

observŽe (Gerland et al. 2003). Afin de vŽrifier cette hypoth•se, nous avons analysŽ lÕactivitŽ 

!-gal des cellules U937 traitŽes pendant 48h par du nimŽsulide (100%M) et par du cŽlŽcoxib 

(40%M). Nous avons aussi utilisŽ les cellules K562 traitŽes par de la doxorubicine (80nM) 

pendant 24h comme contr™le positif de sŽnescence (Figure 47). Nous avons ainsi observŽ que 

dans le contr™le positif, la taille des cellules augmente et que les cellules prŽsentent une zone 

colorŽe en bleu qui tŽmoigne de lÕactivitŽ "-gal. Pour les cellules U937 traitŽes par les 

inhibiteurs de COX-2, nous avons aussi observŽ des vŽsicules positives pour la !-gal. Ces 

vacuoles sont absentes dans les cellules non traitŽes et tŽmoignent dÕune augmentation de la 

masse lysosomiale mais ne correspondent pas ˆ la morphologie de cellules sŽnescentes 

comme nous lÕavons observŽ avec les cellules K562 traitŽes ˆ la doxorubicine. 

 

La diffŽrenciation cellulaire est un processus qui conduit ˆ des changements 

morphologiques importants des cellules. Afin de vŽrifier si des changements morphologiques 

interviennent dans les cellules U937 traitŽes par nimŽsulide ou par cŽlŽcoxib, nous avons 

observŽ la morphologie de ces cellules ˆ lÕaide dÕune coloration de May-GrŸnwald Giemsa 

(Figure 48). LÕobservation des cellules nÕa cependant pas montrŽ de changement 

morphologique correspondant ˆ une diffŽrenciation terminale. Seule une accumulation de 

petites vacuoles blanches pŽrinuclŽaires a peu •tre observŽe. Notre hypoth•se est que les 

inhibiteurs de COX-2 conduisent ˆ un Žtat plus diffŽrenciŽ des cellules U937, vers la voie 

granulocytaire, sans atteindre un stade de diffŽrenciation terminale. 

 

Nous avons ensuite vŽrifiŽ un effet possible des inhibiteurs de COX-2 sur la 

diffŽrenciation des cellules K562 et Hel. Ces deux lignŽes cellulaires sont capables de se 

diffŽrencier en mŽgacaryocytes et Žrythrocytes. Ainsi, dans un premier temps, nous avons 

ŽtudiŽ lÕexpression de CD41a et CD61, deux marqueurs des mŽgacaryocytes (Hassan and 

Freund 1995). Dans la lignŽe Hel, une augmentation de lÕexpression de ces deux marqueurs a 

ŽtŽ observŽe ˆ partir de 72h de traitement avec du nimŽsulide ou du cŽlŽcoxib (Figure 49). Les 

cellules K562 par contre sont nŽgatives pour ces deux marqueurs et aucune modulation de 
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lÕexpression nÕa ŽtŽ observŽe apr•s traitement avec les inhibiteurs de COX-2. Ces donnŽes 

sugg•rent donc une diffŽrenciation des cellules Hel en mŽgacaryocytes. 

La diffŽrentiation Žrythro•de de ces deux lignŽes a ŽtŽ vŽrifiŽe par le test ˆ la benzidine. 

En effet, ce test permet de rŽvŽler les cellules exprimant des hŽmoglobines (voir matŽriel et 

mŽthodes). Les cellules positives pour le test apparaissent en bleu. En tant que tŽmoin positif, 

nous avons utilisŽ lÕhŽmine (Woessmann and Mivechi 2001). Pour les cellules Hel, aucune 

positivitŽ nÕa ŽtŽ observŽe, m•me pour 6 jours de traitement par nimŽsulide ou le cŽlŽcoxib. 

Pour la lignŽe K562, seul le nimŽsulide et seulement apr•s 72h de traitement conduit ˆ une 

lŽg•re augmentation du nombre de cellules positive ˆ la benzidine (21,33 ± 1,15% contre 7 ± 

3,46% dans les cellules non-traitŽes). Cet effet nÕest pas conservŽ apr•s 6 jours de traitement. 

 

Nos rŽsultats sugg•rent donc que les inhibiteurs de COX-2 conduisent au 

passage des deux lignŽes de leucŽmie myŽlo•de aigu‘ (U937 et Hel), qui sont sensibles 

aux inhibiteurs de COX-2, ˆ un Žtat plus diffŽrenciŽ pro-myŽlo•de avec une tendance 

vers la voie granulocytaire pour les cellules U937 et mŽgacaryocytaires pour les cellules 

Hel. LÕensemble des rŽsultats obtenus est rŽcapitulŽ dans la figure 51. 
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Figure 45 : Etude de lÕeffet du nimŽsulide et du cŽlŽcoxib sur lÕexpression de CD-11b, CD-

14 et de CD-15 dans les cellules U937 

Les cellules U937 ont ŽtŽ traitŽes pendant 48h par du nimŽsulide (10, 40 et 100%M) ou du 

cŽlŽcoxib (10, 20, 30 et 40%M). LÕexpression des marqueurs de diffŽrenciation CD11b, CD14 

et CD15 a ŽtŽ ŽtudiŽe par cytomŽtrie en flux. Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de trois 

expŽriences ± DS (dŽviation standard).* : p < 0,05 ; **: p < 0,01 ; ***: p < 0,001 
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Figure 46 : Etude de lÕeffet du nimŽsulide et du cŽlŽcoxib sur lÕexpression de Ki-67 dans les 

cellules U937 

Les cellules U937 ont ŽtŽ traitŽes pendant 48h ˆ diffŽrentes concentrations de nimŽsulide ou 

de cŽlŽcoxib. LÕexpression de Ki-67 a ŽtŽ ŽtudiŽe par immunofluorescence et microscopie. La 

quantification a ŽtŽ effectuŽe par cytomŽtrie en flux. Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de 

trois expŽriences ± DS (dŽviation standard). * : p < 0,05 ; **: p < 0,01 ; ***: p < 0,001.  
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Figure 47 : ActivitŽ ! -galactosidase des cellules U937 traitŽes par le nimŽsulide 

Les cellules U937 ont ŽtŽ traitŽes pendant 48h par 100%M de nimŽsulide. LÕactivitŽ de la !-

gal a ensuite ŽtŽ rŽvŽlŽe ˆ pH-6 par le X-gal. Les cellules ont ensuite ŽtŽ observŽes au 

microscope. Les cellules sŽnescentes apparaissent avec une coloration bleue. Les cellules 

K562 traitŽes par la doxorubicine (100nM) pendant 4 jours ont ŽtŽ utilisŽes comme contr™le 

positif. Les rŽsultats sont reprŽsentatifs de trois expŽriences similaires.  
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Figure 48 : Observations des cellules U937 traitŽes pendant 48h avec le nimŽsulide ou avec 

le cŽlŽcoxib 

Les cellules ont ŽtŽ ensemencŽes ˆ une concentration de 200000 cellules/mL puis exposŽes au 

nimŽsulide (100%M) ou au cŽlŽcoxib (40%M) pendant 48h. Les cellules ont ensuite ŽtŽ 

colorŽes par May-GrŸnwald Giemsa. La taille et la granulositŽ des cellules U937 a ŽtŽ ŽtudiŽe 

par cytomŽtrie en flux (SSC/FSC). Les rŽsultats sont reprŽsentatifs de trois expŽriences 

similaires. Ctrl : Contr™le. Les fl•ches rouges montrent les vacuoles cytoplasmiques. Les 

fl•ches noires montrent les expansions cytoplasmiques.  
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Figure 49 : Etude de lÕeffet du nimŽsulide et du cŽlŽcoxib sur lÕexpression de CD41a et de 

CD61 dans les cellules Hel et K562 

Les cellules Hel et K562 ont ŽtŽ traitŽes pendant 3 jours et 6 jours par du nimŽsulide (100%M) 

ou du cŽlŽcoxib (40%M). LÕexpression des marqueurs de diffŽrenciation mŽgacaryocytaire, 

CD41a et CD61 a ŽtŽ ŽtudiŽe par cytomŽtrie en flux. Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de 

trois expŽriences ± DS (dŽviation standard).* : p < 0,05   
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Figure 50 : Etude de lÕeffet du nimŽsulide et du cŽlŽcoxib sur la diffŽrenciation Žrythro•de 

des cellules Hel et K562 

Les cellules Hel et K562 ont ŽtŽ traitŽes pendant 3 jours et 6 jours par du nimŽsulide (100%M) 

ou du cŽlŽcoxib (40%M). La diffŽrenciation Žrythro•de a ŽtŽ ŽtudiŽe ˆ lÕaide du test ˆ la 

benzidine. Un traitement des cellules K562 par 25%M dÕhŽmine pendant 3 jours a ŽtŽ utilisŽ 

comme contr™le positif. Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences ± DS 

(dŽviation standard). * : p < 0,05 ; **: p < 0,01 ; ***: p < 0,001  
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Figure 51 : RŽcapitulatis des rŽsultats obtenus sur lÕeffet des inhibiteurs de COX-2 sur la 

prolifŽration et le cycle cellulaire des cellules U937 
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4.4 Effet dÕinhibiteurs de COX-2 sur lÕapoptose intrins•que de lignŽes cellulaires 

hŽmatologiques 

 

De nombreuses Žtudes ont rŽvŽlŽ que les inhibiteurs de COX-2 pouvaient influencer 

la sensibilitŽ de plusieurs types de cellules cancŽreuses ˆ lÕapoptose induite par diffŽrents 

agents chimiothŽrapeutiques (Zhang, Liu et al. 2006). Nous avons voulu savoir si ces 

inhibiteurs pouvaient sensibiliser les cellules cancŽreuses ˆ lÕapoptose induite par des agents 

chimiothŽrapeutiques. 

 

4.4.1  Effet du nimŽsulide et du NS-398 sur lÕapoptose induite par lÕŽtoposide  

 

Dans un premier temps, nous avons ŽtudiŽ lÕeffet du nimŽsulide sur lÕapoptose des 

cellules U937 induite par lÕŽtoposide, un inhibiteur de topoisomŽrase II. Les cellules U937 

ont ŽtŽ traitŽes par le nimŽsulide ˆ diffŽrentes concentrations (de 10 ˆ 100%M) pendant 24h. 

Puis nous avons ajoutŽ de lÕŽtoposide ˆ la concentration finale de 100%M pendant 5h. Les 

cellules apoptotiques ont ensuite ŽtŽ comptŽes par morphologie nuclŽaire, comme 

prŽcŽdemment ˆ lÕaide dÕun marquage au Hoechst 33342. Nous avons ainsi remarquŽ que 

lÕinhibiteur seul nÕinduit pas lÕapoptose des cellules U937. Les cellules traitŽes par lÕŽtoposide 

prŽsentent un pourcentage dÕapoptose de 79,33 ± 1,15%. Pour les cellules prŽtraitŽes par le 

nimŽsulide, une diminution de lÕapoptose induite par lÕŽtoposide a ŽtŽ observŽe. La diffŽrence 

est significative d•s 10%M de nimŽsulide et devient maximale ˆ 100%M avec un pourcentage 

dÕapoptose Žgal aux cellules non traitŽes (7 ± 4,36%). Nous avons confirmŽ ces rŽsultats en 

Žtudiant le clivage de la caspase-3, dans la lignŽe U937 par Western Blot (figure 43).  

Nous avons rŽalisŽ les m•mes tests avec le NS-398, cÕest-ˆ-dire un prŽtraitement de 

24h des cellules U937 par diffŽrentes concentrations de NS-398 (10-100%M) suivi dÕune 

exposition ˆ lÕŽtoposide (100%M pendant 5h) (Figure 52). LÕapoptose a ensuite ŽtŽ ŽtudiŽe par 

analyse de la morphologie nuclŽaire. Pour la lignŽe U937, nous constatons le m•me effet 

quÕavec le nimŽsulide, cÕest-ˆ-dire une protection des cellules ˆ lÕapoptose induite par 

lÕŽtoposide. La protection commence d•s 10%M et sÕaccentue avec les concentrations plus 

fortes. Pour les cellules prŽtraitŽes par 100%M de NS-398, une protection ˆ lÕapoptose induite 

par lÕŽtoposide peut •tre observŽe.  
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Figure 52 : Etude de lÕeffet du nimŽsulide sur lÕapoptose induite par lÕŽtoposide 

Les cellules U937 (A) et K562 (B) ont ŽtŽ prŽtraitŽes pendant 24h par diffŽrentes 

concentrations de nimŽsulide (10-100%M), puis exposŽes pendant 5h ˆ lÕŽtoposide (100%M). 

LÕapoptose a ŽtŽ analysŽe par analyse de la morphologie nuclŽaire. Les rŽsultats reprŽsentent 

la moyenne de trois expŽriences ± DS (dŽviation standard). Ctrl : contr™le ; Nime : 

nimŽsulide ; VP16 : Žtoposide. * : p < 0,05 ; **: p < 0,01 ; ***: p < 0,001 
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La protection est significative d•s 10%M avec une diminution de 21,99 ± 6,95% de 

lÕapoptose par rapport ˆ lÕŽtoposide seul. Pour la concentration maximale, la protection est 

totale, puisque le pourcentage dÕapoptose est de 12 ± 3,74% comme pour les cellules non 

traitŽes. LÕeffet observŽ est donc similaire ˆ celui obtenu avec le nimŽsulide. 

Comme prŽcŽdemment, nous avons ŽtudiŽ le clivage de la caspase-3, dans la lignŽe 

U937 par Western Blot (Figure 52).  

 

4.4.2 Effet du nimŽsulide et du NS-398 sur lÕapoptose induite par dÕautres agents 

inducteurs de lÕapoptose intrins•que 

 

Afin de savoir si lÕeffet chimioprotecteur observŽ est spŽcifique de lÕŽtoposide, nous 

avons ŽtudiŽ lÕeffet du nimŽsulide sur lÕapoptose induite par la camptothŽcine et lÕirinotŽcan, 

deux inhibiteurs de topoisomŽrase I ; la doxorubicine, un agent intercalant ; le cisplatine et le 

mŽthotrexate, deux agents alkylants et la cytarabine, un analogue de cytosine (cytosar¨). Les 

cellules U937 ont ŽtŽ exposŽes pendant 24h ˆ diffŽrentes concentrations de nimŽsulide (10-

100%M). Puis les cellules U937 ont ŽtŽ exposŽes pendant 24h ˆ la camptothŽcine (10%M), 24h 

ˆ lÕirinotŽcan (10%M), 8h ˆ la doxorubicine (4%M), 8h au cisplatine (100%M), 24h au 

mŽthotrexate (2mM) et 24h ˆ la cytarabine (10%M). LÕapoptose a ŽtŽ ŽvaluŽe par Žtude de la 

morphologie nuclŽaire comme prŽcŽdemment. Nous avons ainsi observŽ une protection des 

cellules U937 prŽtraitŽes par lÕinhibiteur spŽcifique de COX-2 vis-ˆ-vis des diffŽrents agents 

chimiothŽrapeutiques.  

LÕeffet chimioprotecteur observŽ avec le nimŽsulide nÕest donc pas seulement 

spŽcifique de lÕŽtoposide, mais peut •tre gŽnŽralisŽ ˆ dÕautres agents chimiothŽrapeutiques. 

 

Les inhibiteurs de COX-2 induisent une protection ˆ lÕapoptose induite par 

diffŽrents agents chimiothŽrapeutiques. 
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Figure 53: Etude de lÕeffet du nimŽsulide sur lÕapoptose induite par plusieurs agents 

chimiothŽrapeutiques 

Les cellules U937 ont ŽtŽ prŽtraitŽes pendant 24h par diffŽrentes concentrations de nimŽsulide 

(10-100%M), puis exposŽes ˆ la camptothŽcine (10%M, 8h), ˆ la doxorubicine (4%M, 8h), au 

cisplatine (100%M, 24h), ˆ lÕirinotŽcan (10%M, 8h), au mŽthotrexate (20%M, 8h) ou ˆ la 

cytarabine (10%M, 24h). LÕapoptose a ŽtŽ analysŽe par morphologie nuclŽaire. Les rŽsultats 

reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences ± DS (dŽviation standard). Ctrl : contr™le ; Nime 

: nimŽsulide; DOXO : doxorubicine CPT : camptothŽcine ; IRI : irinotŽcan ; CIS : cisplatine ; 

CYT : cytarabine ; MTX : MŽthotrexate. * : p < 0,05 ; **: p < 0,01 ; ***: p < 0,001 
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4.4.3 Effet du nimŽsulide et du NS-398 sur lÕapoptose extrins•que 

 

Afin de comprendre si lÕeffet anti-apoptotique de ces deux inhibiteurs de COX-2 est 

spŽcifique de lÕapoptose intrins•que (induite par un stress), nous avons induit lÕapoptose des 

cellules U937 dÕune mani•re physiologique en utilisant FasL (Fas ligand), le TNF# et TRAIL 

(TNF-related-apoptosis-inducing-ligand) des inducteurs de lÕapoptose extrins•que (Fulda et 

al. 2006; Testa 2010). Les cellules U937 et K562 ont ŽtŽ traitŽes pendant 24h par diffŽrentes 

concentrations dÕinhibiteurs de COX-2 (nimŽsulide ou NS-398 de 10 ˆ 100%M), puis traitŽes 

pendant 16h par FasL (50ng/mL) ou 8h par 20ng/mL de TNF# ou par 5ng/mL de TRAIL. 

LÕapoptose a ensuite ŽtŽ ŽvaluŽe par observation de la morphologie nuclŽaire ˆ lÕaide dÕun 

marquage au Hoechst 33342 (Figure 54, Figure 55). Nous avons ainsi remarquŽ que le 

pourcentage de cellules apoptotiques atteint 45,33 ± 1,89% pour le TNF#, 75,75 ± 6,42% 

pour FasL et 45,33 ± 0,47% pour TRAIL. Ce pourcentage nÕest pas significativement modifiŽ 

avec le prŽtraitement par les inhibiteurs de COX-2 pour la lignŽe U937. Ces rŽsultats nous 

indiquent donc que seule lÕapoptose induite par des agents chimiothŽrapeutiques est affectŽe 

par le traitement avec les inhibiteurs de COX-2  

 

Nos rŽsultats ont montrŽ que les inhibiteurs de COX-2 inhibent seulement 

lÕapoptose intrins•que induite par les agents chimiothŽrapeutiques et non lÕapoptose 

extrins•que induite par le TNF#, FasL ou TRAIL. 
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Figure 54: Effet du nimŽsulide sur lÕapoptose induite par le TNF" , FasL et TRAIL 

Les cellules U937 et K562 ont ŽtŽ exposŽes pendant 24h au nimŽsulide (10-100%M) puis 

traitŽes pendant 16h par FasL (A) (50ng/mL) ou 20ng/mL de TNF# (B) ou TRAIL (5ng/mL) 

(C). LÕapoptose a ŽtŽ ŽvaluŽe par morphologie nuclŽaire. Les rŽsultats reprŽsentent la 

moyenne de trois expŽriences ± DS (dŽviation standard). 

  



RŽsultats 

 147 

 

A  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 55: Effet du NS-398 sur lÕapoptose induite par le TNF"  et FasL 

Les cellules U937 ont ŽtŽ exposŽes pendant 24h au NS-398 (10-100%M) puis exposŽes 

pendant 24h ˆ 20ng/mL de TNF# (A) ou 16h ˆ FasL (B) (50ng/mL). LÕapoptose a ŽtŽ ŽvaluŽe 

par morphologie nuclŽaire. Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences ± DS 

(dŽviation standard).  
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4.4.4  ƒtude de la dŽpendance avec lÕactivitŽ de COX-2 

 

Comme nos rŽsultats prŽcŽdents avaient suggŽrŽ un effet indŽpendant de lÕinhibition 

de COX-2 (voir section 4.3.9), nous avons Žtendu notre analyse au cŽlŽcoxib, qui poss•de une 

structure chimique diffŽrente de celle du nimŽsulide ou du NS-398. Nous avons donc ŽvaluŽ 

lÕeffet du cŽlŽcoxib sur lÕapoptose induite par lÕŽtoposide dans les cellules U937 (Figure 56 

A). LÕŽtude de lÕapoptose par morphologie nuclŽaire nous a permis de montrer que tout 

comme le nimŽsulide et le NS-398, le cŽlŽcoxib induit une protection ˆ lÕapoptose induite par 

lÕŽtoposide. La protection est observable d•s 10%M. Pour 40%M, la protection est la plus 

importante (26,67 ± 1,25% dÕapoptose contre 86,67 ± 4,78 % avec lÕŽtoposide seul) mais 

nÕatteint pas celle observŽe avec 100%M de nimŽsulide ou de NS-398.  

 

Nous avons ensuite utilisŽ un analogue du cŽlŽcoxib, le 2,5-dimŽthyl-cŽlŽcoxib 

(DMC) (Kardosh, Wang et al. 2005). Ce dŽrivŽ est tr•s semblable au cŽlŽcoxib, du point de 

vue de sa structure chimique et de sa composition mais ne poss•de pas la capacitŽ dÕinhiber 

lÕactivitŽ de COX-2 (Kardosh, Wang et al. 2005). Nous avons donc traitŽ les cellules U937 ˆ 

diffŽrentes concentrations de DMC, puis nous avons traitŽ les cellules par lÕŽtoposide (100%M 

pendant 5h) (Figure 56 B). Pour cette expŽrience, nous avons utilisŽ des concentrations de 

DMC plus faibles que le cŽlŽcoxib ˆ cause de son pouvoir inducteur dÕapoptose d•s 20%M. 

Pour les cellules U937, nous avons observŽ que le prŽtraitement avec le DMC conduit ˆ une 

protection des cellules ˆ lÕapoptose induite par lÕŽtoposide. LÕeffet est significatif d•s 10%M 

de traitement. Nos rŽsultats supportent donc lÕhypoth•se dÕun effet indŽpendant de lÕinhibition 

de COX-2 que nous avons Žmis prŽcŽdemment (voir section 4.3.9). 

 

Ces rŽsultats montrent des similitudes entre lÕeffet induit par le cŽlŽcoxib 

comparŽ ˆ celui induit par le DMC. Ces donnŽes sugg•rent que le cŽlŽcoxib induit une 

protection ˆ lÕapoptose induite par les agents chimiothŽrapeutiques, dÕune mani•re 

indŽpendante de COX-2. 
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Figure 56 : Etude de lÕeffet du cŽlŽcoxib et du DMC sur lÕapoptose induite par lÕŽtoposide 

Les cellules U937 ont ŽtŽ prŽtraitŽes pendant 24h par diffŽrentes concentrations de cŽlŽcoxib 

(A) (10, 20, 30, 40%M) ou de DMC (5, 10, 20%M) (B), puis exposŽes pendant 5h ˆ lÕŽtoposide 

(100%M). LÕapoptose a ŽtŽ analysŽe par morphologie nuclŽaire. Les rŽsultats reprŽsentent la 

moyenne de trois expŽriences ± DS (dŽviation standard). Ctrl : contr™le ; VP16 : Žtoposide ; 

* : p < 0,05 ; **: p < 0,01 ; ***: p < 0,001  



RŽsultats 

 150 

 

4.4.5 Effet des inhibiteurs de COX-2 sur lÕapoptose induite par le cisplatine dans les 

autres lignŽes cellulaires 

 

Nous avons aussi voulu Žtudier si lÕeffet chimioprotecteur des inhibiteurs de COX-2 

reste limitŽ ˆ la lignŽe U937. Afin de vŽrifier cette hypoth•se, nous avons prŽtraitŽ les autres 

lignŽes cellulaires (Hel, Jurkat, Raji et K562) par diffŽrentes concentrations de nimŽsulide ou 

de cŽlŽcoxib durant 24h. Puis nous avons traitŽ ces cellules par du cisplatine pendant 8h 

(100%M). Pour cette expŽrience, nous avons choisi le cisplatine pour sa capacitŽ ˆ induire 

lÕapoptose dans toutes les lignŽes cellulaire de mani•re efficace. LÕapoptose a ensuite ŽtŽ 

ŽvaluŽe par morphologie nuclŽaire. Nos rŽsultats montrent que pour le prŽtraitement par le 

nimŽsulide conduit ˆ une diminution de lÕapoptose induite par le cisplatine dans les lignŽes 

Hel, Jurkat, et Raji. Cet effet nÕa pas ŽtŽ observŽ dans les cellules K562. Des effets similaires 

ont ŽtŽ obtenus pour le nimŽsulide et le NS-398 pour lÕapoptose induite par lÕŽtoposide dans 

la lignŽe K562 (Figure 58). Par contre, le prŽtraitement avec le cŽlŽcoxib conduit une 

diminution de lÕapoptose induite par le cisplatine dans toutes les lignŽes cellulaires. Ces effets 

diffŽrents des deux inhibiteurs de COX-2 dans la lignŽe K562 renforcent lÕhypoth•se dÕun 

effet indŽpendant de COX-2, comme nous lÕavons suggŽrŽ prŽcŽdemment.  

 

Nos rŽsultats montrent que lÕeffet chimioprotecteur peut •tre observŽ dans 

dÕautres lignŽes cellulaires hŽmatopo•Žtiques. Nos rŽsultats prŽcŽdents ayant dŽmontrŽ 

que le niveau dÕexpression de COX-2 est tr•s faible dans les cellules K562, nous pouvons 

Žmettre lÕhypoth•se dÕun effet indŽpendant de lÕinhibition de COX-2. 
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Figure 57 : Etude de lÕeffet du nimŽsulide et du cŽlŽcoxib sur lÕapoptose induite par le 

cisplatine dans les autres lignŽes hŽmatopo•Žtiques. 

Les cellules Hel, Jurkat, K562, Raji ont ŽtŽ prŽtraitŽes pendant 24h par diffŽrentes 

concentrations de nimŽsulide (10-100%M) ou de cŽlŽcoxib (10-40%M), puis exposŽes pendant 

5h au cisplatine (100%M). LÕapoptose a ŽtŽ analysŽe par morphologie nuclŽaire. Les rŽsultats 

reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences ± DS (dŽviation standard). CIS : cisplatine ; * : p 

< 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** : p < 0,001  
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Figure 58 : Etude de lÕeffet du nimŽsulide et du NS-398 sur lÕapoptose induite par 

lÕŽtoposide dans les cellules K562 

Les cellules K562 ont ŽtŽ prŽtraitŽes pendant 24h par diffŽrentes concentrations de nimŽsulide 

(A) ou de NS-398 (B) (10, 40 et 100%M), puis exposŽes pendant 5h ˆ de lÕŽtoposide (100%M). 

LÕapoptose a ŽtŽ analysŽe par analyse de la morphologie nuclŽaire. Les rŽsultats reprŽsentent 

la moyenne de trois expŽriences ± DS (dŽviation standard). Ctrl : contr™le ; Nime : 

nimŽsulide ; VP16 : Žtoposide. * : p < 0,05 ; **: p < 0,01 ; ***: p < 0,001 
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4.4.6 Effet du nimŽsulide et du NS-398 sur la voie intrins•que mitochondriale 

 

PrŽcŽdemment, nous avons montrŽ que les inhibiteurs de COX-2 prŽviennent 

lÕactivation de la caspase-3 induite par lÕŽtoposide. Le clivage de la caspase-3 dŽpend de 

lÕactivitŽ dÕautres caspases et notamment de la caspase-8 et de la caspase-9 (Coppola and 

Ghibelli 2000). Afin de mieux comprendre le mŽcanisme impliquŽ dans lÕinhibition de 

lÕactivation de la caspase-3, nous avons ŽtudiŽ lÕeffet du nimŽsulide et du NS-398 sur le 

clivage de ces caspases (Figure 59, Figure 60). Nous avons constatŽ la prŽsence des formes 

clivŽes pour les cellules traitŽes par lÕŽtoposide, associŽe ˆ une diminution de lÕexpression des 

pro-caspases-8 et -9. Pour les cellules qui ont ŽtŽ prŽtraitŽes par du nimŽsulide ou du NS-398 

avant lÕexposition avec lÕŽtoposide, nous constatons que le clivage des pro-caspases-8 et -9 

est diminuŽ d•s 10%M par rapport ˆ lÕŽtoposide seul. Plus la concentration est importante, 

plus lÕeffet est important.  

 

LÕactivitŽ des caspases peut •tre inhibŽ par plusieurs protŽines de la famille IAP telle 

que la survivine ou encore XIAP (Tamm, Wang et al. 1998). Il est donc possible que ces 

protŽines soient impliquŽes dans lÕeffet chimioprotecteur observŽ et cÕest pourquoi nous 

avons analysŽ lÕexpression de XIAP dans les cellules U937 traitŽes par du nimŽsulide ou du 

NS-398 par Western blot (Figure 59, Figure 60). Nous avons ainsi observŽ que lÕexpression 

de XIAP dans les cellules traitŽes par le nimŽsulide seul nÕest pas modifiŽe. Par ailleurs, 

lÕexpŽrience o• les cellules U937 sont prŽtraitŽes par diffŽrentes concentrations de nimŽsulide 

(10-100%M) pendant 24h puis traitŽes par lÕŽtoposide pendant 5h (100µM) nÕa pas rŽvŽlŽe de 

modification de lÕexpression de XIAP. Le traitement par lÕŽtoposide nÕaffecte pas non plus 

lÕexpression de cette protŽine. La protŽine XIAP nÕest donc pas impliquŽe dans lÕeffet 

protecteur induit par le nimŽsulide. Des rŽsultats similaires ont ŽtŽ obtenus avec le NS-398 

(Figure 60). 

 

Nous avons ensuite ŽtudiŽ les altŽrations mitochondriales qui interviennent durant 

lÕapoptose pour activer ces caspases (Coppola and Ghibelli 2000 ; D'Alessio, Cerella et al. 

2004), cÕest-ˆ-dire la perte du potentiel membranaire mitochondrial et la libŽration du 

cytochrome c par les mitochondries. 
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Nous avons ŽtudiŽ dans un premier temps lÕeffet du nimŽsulide sur le potentiel 

membranaire mitochondrial. Les cellules U937 ont ŽtŽ traitŽes par du nimŽsulide ˆ diffŽrentes 

concentrations (de 10 ˆ 100%M) pendant 24h puis par lÕŽtoposide ˆ la concentration de 

100%M pendant 3h. Nous avons ŽtudiŽ le potentiel membranaire mitochondrial ˆ lÕaide dÕun 

marquage au MitoTracker Red( dont la fluorescence a ŽtŽ quantifiŽe par cytomŽtrie en flux 

(Figure 61 A). Nous avons remarquŽ que le potentiel membranaire mitochondrial Žtait 

fortement diminuŽ par le traitement avec lÕŽtoposide seul (- 42,06 ± 14,73%). Le nimŽsulide 

seul nÕaffecte pas ce potentiel membranaire (96,47 ± 1,75%). Cependant si les cellules sont 

prŽtraitŽes pendant 24h par diffŽrentes concentrations de nimŽsulide (10-100%M) avant le 

traitement par lÕŽtoposide, la diminution du potentiel membranaire mitochondrial observŽe 

avec lÕŽtoposide est moins importante. Cet effet est significatif d•s 40%M (-23,87 ± 4,49 %) et 

dÕautant plus marquŽ que la concentration en nimŽsulide est importante. Ë 100%M, le 

potentiel est identique aux cellules non traitŽes, ce qui montre que le nimŽsulide inhibe 

compl•tement la perte de ce potentiel induite par lÕŽtoposide. 

 

Nous avons ensuite ŽtudiŽ lÕeffet du nimŽsulide sur la libŽration du cytochrome c par 

immunoflorescence et par cytomŽtrie en flux (Figure 61 B). Nous avons constatŽ que le 

traitement par lÕŽtoposide (100%M) seul conduit ˆ une libŽration de cytochrome c dans 28,87 

± 5,22% des cellules. La libŽration est inhibŽe dans les cellules U937 prŽtraitŽes pendant 24h 

avec du nimŽsulide. LÕeffet commence d•s 10%M et est dÕautant plus important que la 

concentration en nimŽsulide est importante. Avec 100%M de nimŽsulide, la libŽration de 

cytochrome c nÕa ŽtŽ observŽe que dans 5,05 ± 2,2% des cellules. 

 

La chemoprotection induite par les inhibiteurs de COX-2 se situe au moins au niveau 

des ŽvŽnements mitochondriaux qui interviennent pendant lÕapoptose (perte du 

potentiel membranaire mitochondrial et libŽration du cytochrome c par la 

mitochondrie). Ces ŽvŽnements sont sous la dŽpendance de lÕactivation et de la 

translocation vers la mitochondrie de protŽines pro-apoptotiques comme par exemple 

Bax et Bak.   
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Figure 59: Etude de lÕeffet du nimŽsulide sur lÕexpression de XIAP 

Les cellules U937 ont ŽtŽ traitŽes pendant 24h par du nimŽsulide (10-100%M) (A), ou traitŽes 

par du nimŽsulide, puis exposŽes ou non ˆ de lÕŽtoposide (100%M pendant 3h (B). Le clivage 

des caspases 3 (A), 8 et 9 (B) et lÕexpression de XIAP a ŽtŽ ŽtudiŽ par Western Blot. LÕactine 

! a ŽtŽ utilisŽe comme g•ne de rŽfŽrence. Les rŽsultats sont reprŽsentatifs de trois expŽriences 

similaires. Ctrl : contr™le ; Nime : nimŽsulide ; VP16 : Žtoposide 

.  



RŽsultats 

 156 

 

A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 60 : Etude de lÕeffet du NS-398 sur lÕexpression de marqueurs apoptotiques 

Les cellules U937 ont ŽtŽ traitŽes pendant 24h par le NS-398 (10-100%M), puis exposŽes ou 

non ˆ lÕŽtoposide (100%M pendant 3h). Le clivage des caspases -8 et -9 (A) et lÕexpression de 

la protŽine XIAP (B) ont ŽtŽ ŽtudiŽs par Western Blot. LÕactine ! a ŽtŽ utilisŽe comme g•ne 

de rŽfŽrence. Les rŽsultats sont reprŽsentatifs de trois expŽriences similaires. 
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Figure 61: Etude de lÕeffet du nimŽsulide sur les ŽvŽnements mitochondriaux intervenant 

durant lÕapoptose. 

Les cellules U937 ont ŽtŽ prŽtraitŽes pendant 24h par diffŽrentes concentrations de nimŽsulide 

(10, 40 et 100%M), puis exposŽes pendant 5h ˆ lÕŽtoposide (VP16) (100%M). Le potentiel 

membranaire mitochondrial a ŽtŽ ŽvaluŽ par cytomŽtrie en flux ˆ lÕaide dÕun marquage au 

MitoTracker Red. La libŽration du cytochrome c mitochondrial a ŽtŽ ŽvaluŽe par cytomŽtrie 

en flux par immunofluorescence. Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences ± 

DS (dŽviation standard). Ctrl : contr™le ; VP16 : Žtoposide ; * : p < 0,05 ; ** p < 0,01 ;*** : p 

< 0,001.   
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4.4.7 Effet du nimŽsulide sur lÕactivation de Bax et de Bak durant lÕapoptose 

 

Les inhibiteurs de COX-2 pourraient bloquer lÕapoptose induite par les agents 

chimiothŽrapeutiques en inhibant des ŽvŽnements en amont des altŽrations mitochondriales. 

La perte du potentiel membranaire mitochondrial et la libŽration du cytochrome c par la 

mitochondrie sont des ŽvŽnements sous le contr™le des protŽines pro-apoptotiques de la 

famille Bcl-2, notamment des protŽines Bax et Bak. 

 

Nous avons donc ŽtudiŽ lÕeffet du nimŽsulide sur lÕactivation de la protŽine Bax et 

de la protŽine Bak. Nous avons traitŽ les cellules U937 par le nimŽsulide (100%M) pendant 

24h avant de les exposer ˆ 100%M dÕŽtoposide pendant 3h. LÕactivation de Bax a ensuite ŽtŽ 

ŽtudiŽe par immunofluorescence et par cytomŽtrie en flux avec un anticorps spŽcifique de sa 

forme active (6A7) (Martin-Latil, Mousson et al. 2007) (Figure 62 A). Le noyau des cellules 

U937 a ŽtŽ marquŽ au Hoechst 33342. Nous avons pu observer que les cellules traitŽes par 

lÕŽtoposide prŽsentent un marquage positif pour la forme active de Bax (51,0 ± 2%) qui est 

absent dans les cellules non-traitŽes (5,7 ± 1,6%). Pour les cellules qui ont ŽtŽ prŽtraitŽes par 

du nimŽsulide avant lÕexposition ˆ lÕŽtoposide, nous avons observŽ que le pourcentage des 

cellules avec une activation de Bax est diminuŽ (12,5 ± 2,2%). Le nimŽsulide prŽvient donc 

lÕactivation de Bax induite par lÕŽtoposide. Durant lÕapoptose, la protŽine Bax migre vers la 

mitochondrie (D'Alessio et al. 2005). Le traitement par lÕŽtoposide seul conduit ˆ une co-

localisation des protŽines Bax avec la protŽine mitochondriale COX IV, dŽmontrant ainsi une 

translocation de Bax vers la mitochondrie. Le prŽtraitement avec le nimŽsulide prŽvient cet 

effet (Figure 62 B). Ces rŽsultats montrent une inhibition de lÕactivation et de la translocation 

de Bax vers la mitochondrie.  

 

De m•me que pour Bax, la forme active de Bak a ŽtŽ analysŽe par 

immunofluorescence ˆ lÕaide dÕun anticorps spŽcifique (Ab-1) (Figure 63). Nos rŽsultats sont 

similaires ˆ ceux obtenus avec Bax. LÕŽtoposide induit lÕactivation de Bak dans 48,3 ± 2,5% 

des cellules et le prŽtraitement par le nimŽsulide prŽvient lÕactivation de Bak (10,0 ± 1% des 

cellules prŽsentant une activation de Bax). 
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Figure 62 : Etude de lÕeffet du nimŽsulide sur lÕactivation de Bax induite par lÕŽtoposide 

Les cellules U937 ont ŽtŽ prŽtraitŽes pendant 24h par diffŽrentes concentrations de nimŽsulide 

(10, 20, 40, 60, 80, 100%M), puis exposŽes pendant 5h ˆ lÕŽtoposide (100%M). LÕactivation de 

Bax a ŽtŽ ŽvaluŽe par immunofluorescence ˆ lÕaide dÕun anticorps spŽcifique de la forme 

active de Bax (6A7). Le noyau des cellules a ŽtŽ marquŽ au Hoechst 33342. La translocation 

de Bax a ŽtŽ ŽtudiŽe par lÕŽtude de la co-localisation de Bax avec COX IV, une protŽine 

spŽcifique de la mitochondrie (B). Les rŽsultats sont reprŽsentatifs de trois expŽriences 

similaires. Ctrl : contr™le ; nime : nimŽsulide; VP16 : Žtoposide   
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Figure 63 : Etude de lÕeffet du nimŽsulide sur lÕactivation de Bak induite par lÕŽtoposide 

Les cellules U937 ont ŽtŽ prŽtraitŽes pendant 24h par diffŽrentes concentrations de nimŽsulide 

(10-100%M), puis exposŽes pendant 5h ˆ lÕŽtoposide (100%M). LÕactivation de Bak a ŽtŽ 

ŽvaluŽe par immunofluorescence ˆ lÕaide dÕun anticorps spŽcifique de la forme active de Bak 

(Ab-1). Le noyau des cellules a ŽtŽ marquŽ au Hoechst 33342. Les rŽsultats sont reprŽsentatifs 

de trois expŽriences similaires. Ctrl : contr™le ; NIME : nimŽsulide ; VP16 : Žtoposide   
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LÕactivation des protŽines Bax et Bak, nŽcessaires ˆ lÕinduction de lÕapoptose, est 

rŽgulŽe par les protŽines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (p.ex., Bcl-2, Bcl-xL) (Burlacu 

2003). Il est possible que les inhibiteurs de COX-2 induisent lÕexpression de ces facteurs. 

Afin de comprendre les mŽcanismes impliquŽs dans lÕinhibition de lÕactivation de Bax, nous 

avons ŽvaluŽ lÕexpression des marqueurs anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL dans les cellules 

U937 par Western blot (Figure 64). Ces protŽines sont connues pour interagir directement 

avec Bax ou en induisant son inactivation (Burlacu 2003; Billen, Kokoski et al. 2008). 

Cependant, lÕexpression de Bcl-2 et Bcl-xL dans les cellules traitŽes par le nimŽsulide seul 

(10-100%M) pendant 24h nÕest pas modifiŽe. La m•me expŽrience a ŽtŽ rŽalisŽe pour le NS-

398 et nos rŽsultats montrent que le traitement nÕaffecte pas lÕexpression de ces protŽines anti-

apoptotiques (Figure 64). 

 

Nous avons montrŽ prŽcŽdemment que lÕapoptose extrins•que nÕest pas affectŽe par 

les inhibiteurs de COX-2. La voie apoptotique mitochondriale peut •tre activŽe par la voie 

extrins•que via le clivage de la protŽine Bid qui conduit ˆ lÕactivation des protŽines Bax et 

Bak pour renforcer la rŽponse apoptotique (Henshall, Bonislawski et al. 2001). Nous avons 

confirmŽ ces donnŽes pour FasL par un immunomarquage pour la forme active de Bax et Bak 

(Figure 65). Nous avons ainsi remarquŽ que le traitement par le nimŽsulide ou le NS-398 

nÕaffecte pas lÕactivation de ces deux protŽines par FasL. LÕapoptose induite par FasL nÕest 

donc pas inhibŽe par le nimŽsulide et le NS-398. LÕeffet anti-apoptotique des inhibiteurs de 

COX-2 nÕaffecte donc que lÕapoptose induite par les agents chimiothŽrapeutiques qui agissent 

en dŽclenchant la voie intrins•que (apoptose induite par un stress). DÕautre part, ces rŽsultats 

montrent que les inhibiteurs de COX-2 nÕaffectent pas directement lÕactivation de Bax et de 

Bak. LÕeffet chimioprotecteur observŽ prŽcŽdemment doit donc intervenir au niveau 

dÕŽvŽnements plus prŽcoces. 

 

Nos rŽsultats montrent que les inhibiteurs de COX-2 prŽviennent lÕactivation 

des protŽines pro-apoptotiques Bax et Bak, induite par lÕŽtoposide. Cet effet est 

responsable de lÕinhibition de la perte du potentiel membranaire mitochondrial et de la 

libŽration de cytochrome c par la mitochondrie observŽe prŽcŽdemment. Donc, les 

inhibiteurs de COX-2 affectent lÕapoptose intrins•que ˆ un stade encore plus prŽcoce. 
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Figure 64: Etude de lÕeffet du nimŽsulide sur lÕexpression de protŽines anti-apoptotiques 

Les cellules U937 ont ŽtŽ traitŽes pendant 24h par diffŽrentes concentrations de nimŽsulide 

(10-100%M). Puis lÕexpression des protŽines Bcl-xL et Bcl-2 a ŽtŽ ŽtudiŽe par Western Blot. 

LÕactine " a ŽtŽ utilisŽe comme g•ne de rŽfŽrence. Les rŽsultats sont reprŽsentatifs de trois 

expŽriences similaires.  
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Figure 65 : Effet du NimŽsulide sur lÕactivation de Bax et Bak induite par FasL 

Les cellules U937 ont ŽtŽ exposŽes pendant 24h au nimŽsulide (100%M) puis exposŽes 

pendant 16h ˆ FasL (50ng/mL). LÕactivation des protŽines Bax (A) et Bak (B) a ŽtŽ ŽvaluŽe 

par immunofluorescence. Les rŽsultats sont reprŽsentatifs de trois expŽriences similaires. 
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4.4.8 Effet du nimŽsulide sur lÕactivation de JNK 1 et 2/3 et p38MAPK, induite par 

lÕŽtoposide 

 

Les rŽsultats prŽcŽdents nous montrent que les inhibiteurs de COX-2 inhibent 

lÕapoptose intrins•que induite par des agents chimiothŽrapeutiques. Par ailleurs, les 

inhibiteurs de COX-2 nÕaffectent pas lÕapoptose extrins•que induite par FasL ou le TNF-". 

LÕapoptose induite par les agents chimiothŽrapeutiques peut passer par lÕactivation de JNK 

pour induire lÕapoptose (Adler et al. 1999). Les JNKs interviennent ˆ un stade prŽcoce de 

lÕinduction dÕapoptose en induisant la phosphorylation activatrice de protŽines pro-

apoptotiques comme Bax par exemple, ou encore en phosphorylant des protŽines anti-

apoptotiques telle que Bcl-xL ou Bcl-2, conduisant ˆ une suppression de leurs fonctions anti-

apoptotiques (Basu and Haldar 2003; Kanda and Miura 2004 ; Wei et al. 2008). 

Nous avons ŽtudiŽ la phosphorylation des JNK 1 et 2/3. Nous avons traitŽ les cellules 

U937 pendant 24h par du nimŽsulide (10-40%M), puis nous avons induit lÕapoptose avec de 

lÕŽtoposide (100%M) pendant 1h, 2h et 3h. LÕexpression de JNK 1 et JNK 2/3 et de leurs 

formes phosphorylŽes a ensuite ŽtŽ ŽtudiŽe par Western blot. Nous avons ainsi remarquŽ, une 

augmentation des formes phosphorylŽes de JNK 1 et 2/3 d•s 1h de traitement et qui est encore 

plus importante pour 2h et 3h de traitement apr•s le traitement par lÕŽtoposide seul. Pour les 

cellules qui ont subi un prŽtraitement prŽalable par le nimŽsulide, nous avons remarquŽ que 

les phosphorylations de JNK 1 et 2/3 induites par lÕŽtoposide sont compl•tement inhibŽes. Le 

niveau dÕexpression de JNK nÕest pas modifiŽ avec les diffŽrents traitements. Des rŽsultats 

identiques ont ŽtŽ obtenus en Žtudiant aussi la phosphorylation de c-Jun, une des cibles de 

JNK (Davis 1995). Ces rŽsultats nous montrent donc que lÕapoptose induite par lÕŽtoposide 

passe par une activation des JNK 1, 2/3, qui est inhibŽ en prŽsence de nimŽsulide. De m•me, 

nous avons ŽtudiŽ la phosphorylation de p38MAPK, qui joue aussi un r™le important dans 

lÕapoptose en phosphorylant des protŽines pro- et anti-apoptotiques. Les rŽsultats de cette 

analyse nous ont montrŽ que lÕŽtoposide conduit ˆ une phosphorylation de p38MAPK sur les 

rŽsidus thrŽonine 180 et tyrosine 182 (Figure 66). Le nimŽsulide inhibe lÕactivation de cette 

kinase. Par ailleurs, le niveau dÕexpression de p38 non phosphorylŽ nÕest pas modifiŽe.  
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4.4.9 Effet du nimŽsulide sur la protŽolyse de Bcl-2 induite par lÕŽtoposide 

 

Les JNK et p38MAPK jouent un r™le dans lÕapoptose en phosphorylant des protŽines 

anti-apoptotiques telle que Bcl-2 et Bcl-xL. Ces phosphorylations permettent, dÕune part 

dÕinhiber lÕinteraction entre Bcl-2/Bcl-xL et les protŽines pro-apoptotiques comme Bax, Bak 

et dÕautre part, permettent leur reconnaissance par des ubiquitine ligases qui vont initier leur 

dŽgradation par le protŽasome 26S (Kanda and Miura 2004 ; Wei, Sinha et al. 2008). 

Les rŽsultats prŽcŽdents nous ont montrŽ que durant lÕapoptose induite par 

lÕŽtoposide, il y a phosphorylation des JNK 1, 2/3 et de p38 MAPK. Ces kinases sont connues 

dans la littŽrature pour phosphoryler des protŽines impliquŽes dans lÕapoptose comme par 

exemple Bcl-2, Bcl-xL. Ces phosphorylations sont nŽcessaires pour leur dŽgradation par le 

protŽasome 26S. La capacitŽ des inhibiteurs de COX-2 ˆ inhiber lÕactivation des JNK et 

p38MAPK induite par lÕŽtoposide, pourrait par consŽquent se traduire par une inhibition de la 

phosphorylation et donc par la dŽgradation de ces protŽines. Suivant cette hypoth•se, nous 

avons traitŽ les cellules U937 pendant 24h par le nimŽsulide ˆ diffŽrentes concentrations (10, 

20, 40, 60, 80 et 100%M). Puis nous avons induit lÕapoptose ˆ lÕaide de lÕŽtoposide (100%M). 

Le niveau dÕexpression de Bcl-2 et Bcl-xL a ensuite ŽtŽ ŽtudiŽ par Western Blot. LÕexpŽrience 

nous a montrŽ que le nimŽsulide nÕaffecte pas lÕexpression de Bcl-2 et que lÕŽtoposide seul 

conduit ˆ un clivage de la protŽine Bcl-2 (26 et 22 kDa). Par contre, si les cellules sont 

prŽtraitŽes par le nimŽsulide avant lÕinduction dÕapoptose, alors le clivage de Bcl-2 est inhibŽ. 

Cet effet commence d•s 10%M. Pour 100%M, le clivage de Bcl-2 est compl•tement inhibŽ. 

Pour Bcl-xL, des rŽsultats similaires ont ŽtŽ obtenus, avec une diminution de lÕexpression de 

cette protŽine par lÕŽtoposide seul et une inhibition de cet effet avec le prŽtraitement par le 

nimŽsulide. Le traitement par le nimŽsulide seul nÕaffecte pas lÕexpression de Bcl-2 ou de 

Bcl-xL (Figure 67). 

 

Les inhibiteurs de COX-2 inhibent lÕapoptose induite par des agents 

chimiothŽrapeutiques ˆ un stade tr•s prŽcoce, avant lÕactivation des kinases JNKs et 

p38MAPK. 
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Figure 66 : Effet du nimŽsulide sur lÕactivation des JNK 1, 2/3 et de p38MAPK induite par 

lÕŽtoposide 

Les cellules U937 ont ŽtŽ traitŽes par lÕŽtoposide (VP16 ; 100%M) pendant 3h ou prŽtraitŽes 

par le nimŽsulide (100%M) pendant 24h, puis de lÕŽtoposide pendant 3h. LÕexpression de 

JNK1, 2/3 et les formes phosphorylŽes de ces protŽines, ainsi que de p38 et p38 phosphorylŽ 

sur la thrŽonine 180 et sur la tyrosine 182 a ŽtŽ ŽvaluŽe par Western Blot. LÕactine ! a ŽtŽ 

utilisŽe comme g•ne de rŽfŽrence. Les rŽsultats sont reprŽsentatifs de trois expŽriences 

similaires. Nime : nimŽsulide ; JNK : c-jun N-terminal kinase ; VP16 : Žtoposide. 
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Figure 67 : Effet du nimŽsulide sur lÕexpression et la protŽolyse de Bcl-2 induite par 

lÕŽtoposide 

Les cellules U937 ont ŽtŽ traitŽes par lÕŽtoposide (VP16 ; 100%M) pendant 3h ou prŽtraitŽes 

par le nimŽsulide (100%M) pendant 24h, puis de lÕŽtoposide pendant 3h. LÕexpression des 

protŽines Bcl-2 (A) et Bcl-xL (B) a ŽtŽ ŽvaluŽe par Western Blot. LÕactine ! a ŽtŽ utilisŽe 

comme g•ne de rŽfŽrence. Les rŽsultats sont reprŽsentatifs de deux expŽriences similaires.  
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4.4.10 Les inhibiteurs de COX-2 prŽviennent les altŽrations de lÕADN induites par 

lÕŽtoposide 

 

La chimiorŽsistance pourrait •tre la consŽquence dÕune altŽration de lÕinternalisation 

ou de lÕaccumulation des agents chimiothŽrapeutiques dans les cellules et donc ˆ une 

diminution du taux intracellulaire dÕagent chimiothŽrapeutiques et donc une survie de ces 

cellules (Bodo et al. 2003 ; Huang et al. 2006 ; Steinbach et al. 2007).  

Afin dÕŽtudier cet aspect, nous avons ŽvaluŽ lÕeffet du nimŽsulide et de NS-398 sur 

lÕapoptose induite par le peroxyde dÕhydrog•ne (H2O2). Le peroxyde dÕhydrog•ne est une 

esp•ce rŽactive de lÕoxyg•ne qui induit aussi lÕapoptose par la voie intrins•que. Le peroxyde 

dÕhydrog•ne peut entrer librement dans les cellules, sans passer par des syst•mes dÕimport 

particulier. Par ailleurs, le peroxyde dÕhydrog•ne nÕest pas la cible des protŽines de la famille 

ABC et ne peut donc pas •tre rejetŽ en dehors des cellules. Ainsi, nous avons traitŽ les 

cellules U937 pendant 24h par diffŽrentes concentrations dÕinhibiteurs (nimŽsulide ou NS-398 

de 10 ˆ 100%M), puis traitŽes pendant 1h par 500%M de peroxyde dÕhydrog•ne (Colussi et al. 

2000). Le milieu de culture a ensuite ŽtŽ retirŽ, les cellules ont ŽtŽ lavŽes puis replacŽes dans 

un nouveau milieu de culture ne contenant pas de peroxyde dÕhydrog•ne pendant 8h. 

LÕapoptose a ensuite ŽtŽ ŽvaluŽe par observation de la morphologie nuclŽaire gr‰ce ˆ un 

marquage au Hoechst 33342 (Figure 68). Nous avons ainsi constatŽ que le pourcentage 

dÕapoptose des cellules U937 (41,67 ± 1,79%) nÕest pas modifiŽ par le traitement avec le 

nimŽsulide ou le NS-398.  

Les rŽsultats prŽcŽdents nous indiquent donc que la chimiorŽsistance observŽe dans 

les cellules U937 apr•s traitement par les inhibiteurs de COX-2 nÕest pas liŽ au mŽcanisme 

m•me de lÕapoptose intrins•que mais pourrait •tre liŽe ˆ une capacitŽ des inhibiteurs de COX-

2 ˆ diminuer la concentration intracellulaire en agents chimiothŽrapeutiques. Un tel effet 

devrait sÕaccompagner dÕune diminution des altŽrations de lÕADN induites par ces agents 

chimiothŽrapeutiques. Afin de vŽrifier cette hypoth•se, nous avons ŽtudiŽ la phosphorylation 

de lÕhistone H2AX sur la serine 139 qui se produit lors de cassures double brins de lÕADN et 

permet lÕactivation de H2AX nŽcessaire aux mŽcanismes de rŽparation de lÕADN (Kinner, 

Wu et al. 2008; Darzynkiewicz, Halicka et al. 2009 ).  
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Figure 68 : Effet du NimŽsulide et du NS-398 sur lÕapoptose induite par le H2O2 

Les cellules U937 ont ŽtŽ exposŽes pendant 24h ˆ 100%M de nimŽsulide (A) ou 100%M de 

NS-398 (B) puis exposŽes pendant 1h ˆ 500%M de H2O2. Le milieu de culture des cellules a 

ensuite ŽtŽ changŽ par du milieu sans H2O2 et lÕapoptose a ŽtŽ ŽvaluŽe par morphologie 

nuclŽaire apr•s 8h. Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences ± DS (dŽviation 

standard).  
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Figure 69 : Effets des inhibiteurs de COX-2 sur la phosphorylation de H2AX 

Les cellules U937 ont ŽtŽ traitŽes pendant 24h par le nimŽsulide (100%M), puis traitŽes par 

lÕŽtoposide (100%M) pendant une pŽriode de 180 min. La phosphorylation de H2AX sur la 

sŽrine 139 a ŽtŽ ŽtudiŽe par immunofluorescence, par cytomŽtrie en flux apr•s 15, 30, 60, 120 

et 180 min de traitement avec lÕŽtoposide. Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de trois 

expŽriences ± DS (dŽviation standard). VP16 : Žtoposide 
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LÕŽtude de la phosphorylation de H2AX par cytomŽtrie en flux ˆ lÕaide dÕun 

immunomarquage spŽcifique de la forme phosphorylŽe de cette protŽine (Figure 69), nous a 

montrŽ que lÕinduction de lÕapoptose par lÕŽtoposide conduit ˆ une forte phosphorylation de 

H2AX d•s 15 min de traitement dans 64,83 ± 6,86 % des cellules, Cet effet sÕaccentue en 

fonction du temps et devient maximal pour 180 min (78,77 ± 6,88% des cellules prŽsentent 

une forte phosphorylation de H2AX). Le prŽtraitement des cellules avec le nimŽsulide 

(100%M), le NS-398 (100%M) ou le cŽlŽcoxib (40%M) prŽvient cette activation d•s 15 min de 

traitement, ainsi que pour des temps plus longs. Pour 180 min, le pourcentage de cellules avec 

une activation de H2AX est de 42,56 ± 1,56% pour le nimŽsulide, 62,54 ± 12,33% pour le 

NS-398 et 30,93 ± 4,94 % pour le cŽlŽcoxib. Nos rŽsultats montrent donc que les inhibiteurs 

de COX-2 prŽviennent les altŽrations de lÕADN induites par lÕŽtoposide. 

 

4.4.11 Effets des inhibiteurs de COX-2 sur des protŽines de transport des agents 

chimiothŽrapeutiques 

 

RŽcemment, il a ŽtŽ montrŽ que le cŽlŽcoxib inhibe lÕapoptose induite par le 

cisplatine dans un mod•le de cancer de lÕÏsophage (Yu et al. 2011). Cet effet a ŽtŽ associŽ ˆ 

une diminution de lÕexpression de CTR1 (copper transporter 1), une protŽine qui permet 

lÕimportation des agents chimiothŽrapeutiques dans la cellule. Afin de savoir si un effet 

similaire est activŽ dans notre mod•le, nous avons analysŽ lÕexpression de CTR1 par Western 

Blot apr•s 24h de traitement par du nimŽsulide, du NS-398 ou du cŽlŽcoxib (Figure 70). Nos 

rŽsultats nÕont cependant rŽvŽlŽ aucune modulation de lÕexpression de cette protŽine. 

Nous avons vŽrifiŽ si la protection contre lÕapoptose induite par des agents 

chimiothŽrapeutiques passe par lÕexpression de protŽines impliquŽes dans le rejet des agents 

chimiothŽrapeutiques en dehors des cellules. Dans un premier temps, nous avons rŽalisŽ un 

test dÕefflux de la rhodamine 123, une molŽcule fluorescente qui est rejetŽe en dehors des 

cellules par la glycoprotŽine-P et dÕautres protŽines de la famille ABC comme par exemple 

les MRPs (Bodo, Bakos et al. 2003 ; Huang and Sadee 2006). Les cellules U937 ont ŽtŽ 

traitŽes par 10%M de rhodamine 123. La fluorescence ˆ t=0 a ŽtŽ mesurŽe par cytomŽtrie en 

flux puis les cellules ont ŽtŽ lavŽes et replacŽes dans un milieu dŽpourvu de rhodamine 123 

pendant 6h avant de mesurer la fluorescence par cytomŽtrie en flux (Figure 71). Nous avons 

observŽ une diminution de la fluorescence de 45,80 ± 6,91% dans les cellules U937 traitŽes 

par le nimŽsulide, contre 9,49 ± 1,92% pour les cellules non traitŽes. 
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Nos rŽsultats sont compatibles avec un rejet de la rhodamine 123 en dehors des 

cellules par des protŽines impliquŽes dans le rejet des agents chimiothŽrapeutiques en dehors 

des cellules. Les protŽines de la famille ABC sont connus pour cette capacitŽ et induire une 

chimiorŽsistance dans de nombreux mod•les tumoraux (Bodo, Bakos et al. 2003 ; Huang and 

Sadee 2006). Nous avons focalisŽ principalement notre attention sur deux membres de cette 

famille, MDR1 et MRP1 (Luqmani 2005). Les cellules U937 ont ŽtŽ traitŽes pendant 24h par 

le nimŽsulide ou le NS-398 aux concentrations 10, 40 et 100%M. LÕexpression de MRP1 et de 

MDR1 a ŽtŽ analysŽe par PCR en temps rŽel (Figure 72). Les rŽsultats nous montrent que les 

deux molŽcules conduisent ˆ une augmentation de lÕexpression de ces deux g•nes et cet effet 

est dÕautant plus important que la concentration est importante. Pour MDR-1, une 

augmentation dÕun facteur 3.09 ± 1,02 a ŽtŽ observŽe pour 100%M de nimŽsulide. Pour MRP-

1, le facteur dÕinduction sÕŽl•ve ˆ 1.55 ± 0.25. Le NS-398 augmente lÕexpression de MDR-1 

dÕun facteur 3,83 ± 0,11 et de MRP-1, dÕun facteur 2,11 ± 0,11. Le cŽlŽcoxib augmente aussi 

lÕexpression de MDR-1 dans les cellules. LÕinduction est plus importante que celle observŽe 

avec le nimŽsulide ou le NS-398, puisque le facteur dÕinduction pour la concentration 

maximale est de 34,74 ± 16,95%. 

Ces rŽsultats sugg•rent que ces deux protŽines pourraient •tre impliquŽes dans le 

phŽnom•ne de chimiorŽsistance des U937 induit par les inhibiteurs de COX-2. Afin de 

rŽpondre ˆ cette question, nous avons analysŽ lÕexpression des protŽines MRP1 et de la 

glycoprotŽine-P (MDR1) dans les cellules U937 traitŽes par le nimŽsulide ou par le cŽlŽcoxib, 

par cytomŽtrie en flux (Figure 73). Cependant notre analyse nÕa pas rŽvŽlŽe de modifications 

significatives du profil dÕexpression. 

 

Les inhibiteurs de COX-2 contrecarrent lÕapoptose induite par des agents 

chimiothŽrapeutiques en rŽduisant la concentration intracellulaire de ces molŽcules. Cet 

effet conduit ˆ une diminution des altŽrations de lÕADN induites par ces agents. 

Cependant, lÕeffet nÕest pas associŽ ˆ une augmentation de lÕexpression de protŽines 

particuli•rement connues pour conduire ˆ une chimiorŽsistance, notamment CTR1, 

MRP1 ou MDR1. Nos rŽsultats sugg•rent donc que dÕautres mŽcanismes comme la 

dŽtoxification cellulaire par exemple, pourrait •tre impliquŽe ou bien que dÕautres 

protŽines de la famille ABC sont impliquŽes dans la chimiorŽsistance induite par les 

inhibiteurs de COX-2.  
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Figure 70 : Effets des inhibiteurs de COX-2 sur lÕexpression de CTR1 

Les cellules U937 ont ŽtŽ traitŽes pendant 24h par diffŽrentes concentrations de nimŽsulide, 

de NS-398 (10-100%M) ou de cŽlŽcoxib (20-40%M). LÕexpression de CTR1 a ensuite ŽtŽ 

analysŽe par Western Blot. LÕactine ! a ŽtŽ utilisŽe comme g•ne de rŽfŽrence. Les rŽsultats 

sont reprŽsentatifs de trois expŽriences similaires. 
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Figure 71 : Effets des inhibiteurs de COX-2 du nimŽsulide et du NS-398 sur le niveau 

intracellulaire de rhodamine 123 

Les cellules U937 ont ŽtŽ traitŽes pendant 24h par diffŽrentes concentrations de nimŽsulide 

(10-100%M) puis 10%M de rhodamine 123. Apr•s lavage des cellules et re-suspension dans un 

milieu dŽpourvu de rhodamine 123 pendant 6h, la fluorescence dans les cellules a ŽtŽ 

analysŽe par cytomŽtrie en flux (A, B). Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de trois 

expŽriences ± DS (dŽviation standard). * : p < 0,05 ; ** p < 0,01 ;*** : p < 0,001.  
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Figure 72 : Effet des inhibiteurs de COX-2 sur lÕexpression de MRP-1 et de MDR-1 

Les cellules U937 ont ŽtŽ exposŽes pendant 24h ˆ diffŽrentes concentrations de nimŽsulide 

(10-100%M), de NS-398 (10-100%M) (A) ou de cŽlŽcoxib (20-40%M) (B). LÕexpression de 

MDR-1 et de MRP-1 a ŽtŽ ŽvaluŽe par PCR en temps rŽel. LÕactine " a ŽtŽ utilisŽe comme 

g•ne de rŽfŽrence. Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de quatre expŽriences ± DS 

(dŽviation standard). * : p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** : p < 0,001. 
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Figure 73 : Effet des inhibiteurs de COX-2 sur lÕexpression de MDR-1 et MRP-1 

Les cellules U937 ont ŽtŽ exposŽes pendant 24h ˆ diffŽrentes concentrations de nimŽsulide, de 

NS-398 (10-100%M) ou de cŽlŽcoxib (20-40%M). LÕexpression des protŽines MDR-1 et 

MRP-1 a ŽtŽ ŽvaluŽe par cytomŽtrie en flux. Les profils obtenus sont reprŽsentŽs en A et les 

quantifications en B. Les rŽsultats reprŽsentent la diffŽrence relative par rapport au contr™le. 

Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences ± DS (dŽviation standard).  

* : p < 0,05 ; ** p < 0,01 ;*** : p < 0,001.  
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4.4.12 Effet des inhibiteurs de COX-2 sur lÕautophagie 

 

Plusieurs Žtudes ont montrŽ que lÕautophagie peut conduire ˆ une chimiorŽsistance 

(Carew et al. 2007 ; Song et al. 2009). Par ailleurs, lÕautophagie est aussi associŽe ˆ une 

augmentation de lÕactivitŽ !-gal du fait dÕune augmentation de la masse lysosomiale (Gerland, 

Peyrol et al. 2003). PrŽcŽdemment, nous avons observŽ lÕapparition de vŽsicules positives 

pour la !-gal dans les cellules U937 traitŽes par les inhibiteurs de COX-2 (voir section 4.3.10) 

Nous avons donc vŽrifiŽ si la chimiorŽsistance induite par les inhibiteurs de COX-2 Žtait 

associŽe ˆ une induction dÕautophagie. 

Nous avons dans un premier temps ŽtudiŽ la masse lysosomiale ˆ lÕaide dÕun 

marquage au lysoTracker Red (Figure 74A). LÕexpŽrience nous a rŽvŽlŽ une augmentation de 

la masse lysosomiale d•s 40%M de nimŽsulide (35,79 ± 13,34%) et d•s 10%M de cŽlŽcoxib 

(102,90 ± 12,92%). Cette augmentation atteint 81,99 ± 38,71% pour 100%M de nimŽsulide et 

266,41 ± 45,86% pour 40%M de cŽlŽcoxib. Cet effet a ŽtŽ quantifiŽ par cytomŽtrie en flux 

(Figure 74B). Ces rŽsultats confirment donc lÕaugmentation de lÕactivitŽ !-gal observŽe 

prŽcŽdemment. 

LÕautophagie est un phŽnom•ne qui nŽcessite la formation dÕautophagolysosomes. Durant 

cette Žtape, une conversion de la protŽine LC3-I (light-chain-3) en LC3-II, rŽsultant de la 

fixation dÕun phospholipide (phosphatidylŽthanolamine) est rŽalisŽe (Maiuri, Zalckvar et al. 

2007). Nous avons ŽtudiŽ la conversion de cette protŽine par Western Blot, dans des cellules 

U937 traitŽes pendant 48h par du cŽlŽcoxib (Figure 74C). LÕanalyse nous a rŽvŽlŽ une 

conversion de LC3 ˆ partir de 30%M. Ces rŽsultats sugg•rent que le cŽlŽcoxib induit 

lÕautophagie des cellules U937. 

 

Notre Žtude a montrŽ que les inhibiteurs de COX-2 contrecarrent lÕapoptose 

induite par des agents chimiothŽrapeutiques. Cet effet peut •tre la consŽquence de 

plusieurs mŽcanismes comme discutŽ prŽcŽdemment. Nos rŽsultats ont montrŽ ici que le 

cŽlŽcoxib conduit ˆ une induction dÕautophagie dans les cellules U937. Cet effet pourrait 

expliquer la chimiorŽsistance induite par le cŽlŽcoxib.  

LÕensemble des rŽsultats obtenus a ŽtŽ synthŽtisŽ dans la figure 75. 
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Figure 74 : Effet du nimŽsulide et du cŽlŽcoxib sur la masse lysosomiale des cellules U937 

Les cellules U937 ont ŽtŽ traitŽes pendant 48h par du nimŽsulide (100%M) ou du cŽlŽcoxib 

(40%M). La masse lysosomiale a ŽtŽ ŽtudiŽe par marquage au lysoTracker Red par 

microscopie et cytomŽtrie en flux (A et B). La conversion de LC3 a ŽtŽ ŽtudiŽ par Western 

Blot sur les cellules U937 traitŽes 48h par du cŽlŽcoxib (C). Les rŽsultats reprŽsentent la 

moyenne de trois expŽriences ± DS (dŽviation standard). * : p < 0,05 ; **: p < 0,01 ; ***: p < 

0,001.  
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Figure 75 : RŽcapitulatif des rŽsultats concernant lÕeffet des inhibiteurs de COX-2 sur 

lÕapoptose des cellules U937 

Le schŽma rŽcapitule les effets des inhibiteurs de COX-2 sur lÕapoptose. Les inhibiteurs de 

COX-2 inhibent lÕapoptose induite par plusieurs agents chimiothŽrapeutiques mais pas 

lÕapoptose induite par des stimuli physiologiques (anti-Fas, TNF#, TRAIL). LÕinhibition de 

lÕapoptose intrins•que se situe ˆ un stade prŽcoce de lÕinduction dÕapoptose, avant lÕactivation 

des protŽines pro-apoptotiques Bax et Bak et sugg•re lÕimplication de mŽcanismes de 

chimiorŽsistance (par exemple, dŽtoxification, autre membre de la famille ABC). 
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4.5 Effet de la curcumine et de la combinaison cŽlŽcoxib/curcumine sur la 

prolifŽration et la survie de lignŽes cellulaires hŽmatologiques. 

 

PrŽcŽdemment, nous avons montrŽ que les inhibiteurs de COX-2 ont un effet 

bŽnŽfique en inhibant la prolifŽration de diffŽrents types de cellules leucŽmiques. Cependant 

ces inhibiteurs rendent les cellules plus rŽsistantes ˆ lÕapoptose induite par diffŽrents agents 

chimiothŽrapeutiques. Cet effet sugg•re donc que les inhibiteurs de COX-2 pourraient •tre 

utilisŽs en thŽrapie mais pas en combinaison avec la chimiothŽrapie. De nombreux composŽs 

dÕorigine naturelle ont montrŽ une activitŽ anti-inflammatoire, antitumorale et potentialisent 

la chimiothŽrapie et la radiothŽrapie dans plusieurs types de tumeurs (Schumacher et al. 

2011 ; Shanmugam et al. 2011). Ces effets sont particuli•rement connus pour le cancer du 

c™lon, du sein mais aussi des leucŽmies. Ces substances naturelles sont prŽsentes dans notre 

alimentation comme par exemple les isothiocyanates du choux (Brown et al. 2011), les 

lycop•nes de la tomate (Kelkel et al. 2011) ou encore les organosulfures prŽsent dans lÕail 

(Miroddi et al. 2011). DÕautre part, ces molŽcules peuvent agir de mani•re additive ou 

synergique sur la prolifŽration ou lÕapoptose de diffŽrents types de cellules tumorales. 

LÕintŽr•t de cette stratŽgie combinatoire serait de limiter les effets secondaires associŽs aux 

inhibiteurs classiques de COX-2 comme par exemple les effets gastro-intestinaux ou encore 

les risques accrus dÕinfarctus du myocarde mais aussi dÕaugmenter le potentiel antitumoral de 

ces substances. Dans cette partie, nous nous sommes particuli•rement intŽressŽs ˆ la 

curcumine (ou difŽruloylmŽthane), un polyphŽnol issu du rhizome de Curcuma longa (Kelkel, 

Jacob et al. 2010) et sa combinaison avec le cŽlŽcoxib. 

 

4.5.1 Effet de la curcumine sur lÕapoptose des lignŽes cellulaires hŽmatologiques. 

 

Nous avons dans un premier temps ŽtudiŽ lÕeffet de la curcumine sur lÕapoptose de 

nos diffŽrentes lignŽes cellulaires. Les cellules Hel, Jurkat, K562, Raji et U937 ont ŽtŽ traitŽes 

par diffŽrentes concentrations de curcumine (2, 5, 10, 20 et 40%M) pendant 24h. LÕapoptose a 

ensuite ŽtŽ ŽvaluŽe par morphologie nuclŽaire (Figure 76). Nous avons ainsi observŽ que la 

curcumine induit lÕapoptose des diffŽrentes lignŽes cellulaires.  
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Figure 76 Etude de lÕeffet de la curcumine sur lÕapoptose des diffŽrentes lignŽes 

hŽmatopo•Žtiques 

Les cellules Hel, Jurkat, K562, Raji et U937 ont ŽtŽ traitŽes par diffŽrentes concentrations de 

curcumine (2, 5, 10, 20, 40%M). Apr•s 24h de traitement, lÕapoptose a ŽtŽ estimŽe par 

morphologie nuclŽaire par microscopie ˆ fluorescence ˆ lÕaide dÕun marquage au Hoechst 

33342 et par lÕanalyse du potentiel membranaire mitochondriale par cytomŽtrie en flux ˆ 

lÕaide dÕun marquage au MitoTracker Red. Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de trois 

expŽriences ± DS (dŽviation standard). Les cellules U937 traitŽes pendant 5h par lÕŽtoposide 

(VP16) ont ŽtŽ utilisŽes comme contr™le positif. Ctrl : cellules non traitŽes ; Coxib : 

cŽlŽcoxib ; VP16 : Žtoposide. * : p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** : p < 0,001. 
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Figure 77 Etude de lÕeffet de la curcumine sur lÕapoptose des diffŽrentes lignŽes 

hŽmatopo•Žtiques 

Les cellules U937 ont ŽtŽ traitŽes par diffŽrentes concentrations de curcumine (0, 5, 10, 20, 

40%M) pendant 4h, 6h, 8h, 10h, 12h et 24h. LÕapoptose a ŽtŽ estimŽe par lÕŽtude de la 

morphologie nuclŽaire par microscopie ˆ fluorescence, ˆ lÕaide dÕun marquage au Hoechst 

33342 (A). La prolifŽration des cellules U937 a ŽtŽ estimŽe par une coloration dÕexclusion au 

bleu de trypan apr•s 24h et 48h de traitement (B). Les comptages ont ŽtŽ effectuŽs ˆ lÕaide 

dÕune coloration dÕexclusion au bleu de trypan et une cellule de Malassez Les rŽsultats 

reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences ± DS (dŽviation standard). * : p < 0,05 ; ** p < 

0,01 ; *** : p < 0,001.  
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Les cellules U937 sont les plus sensibles au traitement et les cellules K562 les plus 

rŽsistantes. Pour cette raison, nous focaliserons la suite de notre Žtude sur ces deux mod•les.  

Nous avons ensuite ŽtudiŽ lÕeffet de la curcumine sur la prolifŽration des cellules 

U937 apr•s 24h de traitements ˆ lÕaide dÕun test dÕexclusion au bleu de trypan (Figure 77). 

Nous avons ainsi remarquŽ que la curcumine inhibe la prolifŽration des cellules U937 d•s 

5%M de traitement. 

Afin de mieux comprendre comment la curcumine induit lÕapoptose, nous avons 

sŽlectionnŽ les cellules U937 qui sont les plus sensibles ˆ la curcumine et nous avons ŽtudiŽ 

lÕeffet de cette molŽcule sur la distribution des cellules dans le cycle cellulaire (Figure 78). 

Apr•s 24h, ˆ 10%M, nous avons observŽ une accumulation des cellules en phase G2/M (25,27 

± 4,99% contre 15,57 ± 0,81% pour le contr™le) ainsi quÕune augmentation du nombre de 

cellules hypodiplo•des, cÕest-ˆ-dire du nombre de cellules apoptotiques (10,7 ± 2,35 % contre 

2,82 ± 1,34% pour le contr™le). Apr•s 48h de traitement, lÕinduction dÕapoptose observŽe ˆ 

cette concentration est plus importante (23,93 ± 5,01%), ce qui montre que lÕapoptose est ici 

provoquŽe par un blocage du cycle cellulaire au niveau de la transition G2/M du cycle 

cellulaire. Au delˆ de 10%M, une forte diminution du nombre de cellules a pu •tre observŽe 

dans toutes les phases du cycle cellulaire associŽe ˆ une forte augmentation du nombre de 

cellules apoptotiques pour 24h et 48h de traitement. Pour 40%M, le pourcentage dÕapoptose 

atteint 95,6 ± 4,19%. LÕaccumulation des cellules en phase G2/M peut •tre la consŽquence 

dÕune perturbation de la mitose. Afin dÕŽlucider cette question, nous avons rŽalisŽ une 

coloration de May-Grunwald Giemsa sur des cellules U937 traitŽes pendant 24h par 10%M de 

curcumine. Nous avons ainsi mis en Žvidence une accumulation de cellules mitotiques par le 

traitement. Les cellules ont un aspect de cellules en prophase/mŽtaphase du cycle cellulaire. 

 

La curcumine induit lÕapoptose des cellules U937 en perturbant la transition 

G2/M du cycle cellulaire et induit une accumulation de cellules mitotiques. 
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Figure 78 : Etude de lÕeffet de la curcumine sur le cycle cellulaire des cellules U937 

Les cellules U937 ont ŽtŽ traitŽes par diffŽrentes concentrations de curcumine (5, 10, 20, 

40%M) pendant 24h (A) et 48h (B). Le cycle cellulaire a ŽtŽ analysŽ par cytomŽtrie en flux ˆ 

lÕaide dÕun marquage ˆ lÕiodure de propidium. Le pourcentage de cellules dans chaque phase 

du cycle cellulaire (Sub G1, G0/G1, S et G2/M) a ŽtŽ quantifiŽ ˆ lÕaide du logiciel FlowJo. 

LÕindex mitotique a ŽtŽ ŽtudiŽ ˆ lÕaide dÕune coloration de May-GrŸnwald Giemsa (C). Les 

rŽsultats reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences ± DS (dŽviation standard). Ctrl : 

cellules non traitŽes ; curcu : curcumine. * : p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** : p < 0,001. 
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4.5.2 Effet de la combinaison curcumine/cŽlŽcoxib sur les cellules U937 et K562 

 

Les rŽsultats prŽcŽdents nous ont montrŽ que la curcumine et le cŽlŽcoxib affectent le 

cycle cellulaire de fa•on diffŽrente. Nous avons Žmis lÕhypoth•se que la combinaison de ces 

deux molŽcules pourrait avoir des effets bŽnŽfiques sur les cellules dŽjˆ sensibles ˆ la 

curcumine mais aussi sur les cellules rŽsistantes. 

Dans ce contexte, nous avons ŽtudiŽ lÕeffet de cette combinaison sur la prolifŽration des 

cellules U937 et K562. Les cellules ont ŽtŽ prŽtraitŽes par diffŽrentes concentrations de 

cŽlŽcoxib (10, 20 et 40%M) durant 24h. Puis nous avons traitŽ les cellules par la curcumine ˆ 

10%M, la concentration pour laquelle nous avons observŽ une accumulation en phase G2/M 

du cycle cellulaire (voir section 4.4.1). Nos rŽsultats montrent comme prŽcŽdemment que la 

prolifŽration des cellules U937 est diminuŽe par le cŽlŽcoxib et la curcumine (Figure 79A). 

Cependant, aucune diffŽrence significative nÕa ŽtŽ observŽe entre les Žchantillons traitŽs par la 

curcumine et ceux prŽtraitŽs par le cŽlŽcoxib, puis traitŽs par la curcumine. Le prŽtraitement 

nÕa donc pas dÕeffet sur la prolifŽration des cellules U937. Pour les cellules K562, la 

curcumine seule nÕaffecte pas la prolifŽration des cellules mais, par contre, la combinaison 

curcumine/cŽlŽcoxib conduit ˆ une diminution significative de la prolifŽration cellulaire 

(Figure 79B). Cet effet nÕa ŽtŽ observŽ que pour 40%M de cŽlŽcoxib. 

Nous avons ensuite ŽtudiŽ lÕeffet de cette combinaison sur le cycle cellulaire des 

cellules U937 et K562. Comme prŽcŽdemment, nous avons observŽ une accumulation des 

cellules U937 en phase G0/G1 avec le cŽlŽcoxib et en phase G2/M avec la curcumine. 

Cependant, le prŽtraitement par le cŽlŽcoxib inhibe lÕaccumulation en phase G2/M du cycle 

cellulaire induite par 10%M de curcumine (Figure 80 A). De m•me, lÕanalyse de lÕindex 

mitotique a mis en Žvidence une accumulation de cellules mitotiques avec la curcumine 

(10%M) (26 ± 4,58% de cellules en mitose), mais le prŽtraitement par le cŽlŽcoxib prŽvient cet 

effet (5,3 ± 3,79) (Figure 80 B). 

PrŽcŽdemment, nous avons vu que la curcumine passe par ce blocage des cellules en 

phase S et G2/M pour induire lÕapoptose des cellules U937. Une diminution de lÕapoptose 

induite par la curcumine devrait alors •tre observŽe. Nous avons donc ŽtudiŽ lÕeffet sur 

lÕapoptose par morphologie nuclŽaire (Figure 81 A). Comme attendu, nous avons observŽ une 

diminution du nombre de cellules apoptotiques (46,33 ± 4,04 % pour les Žchantillons traitŽs 

avec 10%M de curcumine contre 18 ± 3% pour les cellules prŽtraitŽes par 40%M de cŽlŽcoxib 
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puis traitŽes par 10%M de curcumine). LÕeffet est dÕautant plus fort que la concentration est 

importante et a ŽtŽ confirmŽ par lÕanalyse du potentiel membranaire mitochondrial (Figure 81 

B). Pour les cellules K562, une sensibilisation ˆ lÕapoptose induite par la curcumine a ŽtŽ 

observŽe pour 40%M de cŽlŽcoxib. 

 

Le cŽlŽcoxib contrecarre le blocage du cycle cellulaire en phase S et G2/M induit 

par la curcumine. Cet effet conduit ˆ une protection ˆ lÕapoptose induite par la 

curcumine. Les rŽsultats concernant la combinaison cŽlŽcoxib/curcumine ont ŽtŽ 

rŽcapitulŽs dans la figure 82. 
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Figure 79 : Etude de lÕeffet de la combinaison cŽlŽcoxib / curcumine sur la prolifŽration 

des cellules U937 et K562 

Les cellules U937 (A) et K562 (B) ont ŽtŽ traitŽes pendant 48h par la curcumine (2-40 %M). 

La prolifŽration des cellules a ŽtŽ ŽtudiŽe par coloration dÕexclusion au bleu de trypan apr•s 

24h et 48h de traitement. Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences ± DS 

(dŽviation standard). Ctrl : cellules non traitŽes ; cur : curcumine. * : p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; 

*** : p < 0,001. 
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Figure 80 : Etude de lÕeffet dÕun prŽtraitement de cŽlŽcoxib sur lÕaccumulation en phase S 

et G2/M induite par la curcumine  

Les cellules U937 et K562 ont ŽtŽ traitŽes par diffŽrentes concentrations de cŽlŽcoxib pendant 

24h, puis traitŽes par 10%M de curcumine pendant 24h. La distribution du cycle cellulaire a 

ŽtŽ ŽvaluŽe par cytomŽtrie en flux ˆ lÕaide dÕun marquage ˆ lÕiodure de propidium. Le 

pourcentage de cellules dans chaque phase du cycle cellulaire (Sub G1, G0/G1, S et G2/M) a 

ŽtŽ quantifiŽ ˆ lÕaide du logiciel FlowJo (A). LÕindex mitotique a ŽtŽ ŽtudiŽ ˆ lÕaide dÕune 

coloration de May-GrŸnwald Giemsa (B). Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne de trois 

expŽriences ± DS (dŽviation standard). Ctrl : contr™le ; COXib : cŽlŽcoxib 40%M Curcu : 

curcumine. * : p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** : p < 0,001.  
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Figure 81 : Etude de lÕeffet dÕun prŽtraitement de cŽlŽcoxib sur lÕapoptose des cellules 

U937 et K562 induite par la curcumine 

Les cellules U937 et K562 ont ŽtŽ traitŽes par diffŽrentes concentrations de cŽlŽcoxib, puis 

traitŽes par 10%M de curcumine. LÕapoptose a ŽtŽ ŽvaluŽe par morphologie nuclŽaire par 

microscopie ˆ fluorescence ˆ lÕaide dÕun marquage au Hoechst 33342 (A) et par lÕanalyse du 

potentiel membranaire mitochondrial par cytomŽtrie en flux (B). Les rŽsultats reprŽsentent la 

moyenne de trois expŽriences ± DS (dŽviation standard). Ctrl : contr™le; Coxib : cŽlŽcoxib 

40%M Curcu : curcumine. * : p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** : p < 0,001.  
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Figure 82 : Mod•le dÕaction de la combinaison cŽlŽcoxib / curcumine dans les cellules 

U937 

LÕŽtude de la combinaison cŽlŽcoxib / curcumine nous a permis dÕobserver que le cŽlŽcoxib 

contrecarre lÕeffet apoptotique de la curcumine dans le cas dÕun co-traitement ou dÕun 

prŽtraitement avec le cŽlŽcoxib. Cet effet est la consŽquence dÕune diffŽrence dÕeffet de ces 

deux composŽs sur la distribution du cycle cellulaire des cellules U937. La curcumine induit 

lÕapoptose des cellules U937 en bloquant les cellules en phase S et G2/M. En prŽsence de 

cŽlŽcoxib, les cellules vont plut™t sÕaccumuler en phase G0/G1, diminuant ainsi le nombre de 

cellules en phase S et G2/M et donc lÕapoptose de ces cellules induite pas la curcumine.
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4.6 Effet du 2,5-dimŽthyl-cŽlŽcoxib, un analogue du cŽlŽcoxib, sur la prolifŽration et la 

survie de lignŽes cellulaires hŽmatologiques. 

 

Notre projet a permis de mettre en Žvidence un effet bŽnŽfique du cŽlŽcoxib, qui 

inhibe la prolifŽration des cellules tumorales et conduit ˆ une diminution de lÕexpression de c-

Myc. Notre Žtude a aussi suggŽrŽ que ces effets Žtaient indŽpendants de lÕinhibition de COX-

2. Les effets secondaires des inhibiteurs spŽcifiques de COX-2 sont la consŽquence de 

lÕinhibition de lÕactivitŽ enzymatique de COX-2 (voir section 1.1.4.1). Par consŽquent, il 

serait intŽressant de sŽparer les effets bŽnŽfiques des effets nŽfastes. Dans ce contexte, le 

DMC a ŽtŽ dŽveloppŽ. Cette molŽcule poss•de une structure presque identique ˆ celle du 

cŽlŽcoxib, mais ne poss•de pas la capacitŽ dÕinhiber lÕactivitŽ enzymatique de COX-2. Par 

ailleurs, cette molŽcule a dŽmontrŽ un effet antitumoral plus important que le cŽlŽcoxib 

(Schonthal et al. 2008). Nous avons ŽtudiŽ lÕeffet de cette molŽcule sur la prolifŽration et 

lÕapoptose des cellules U937 et K562. 

 

Dans un premier temps, nous avons voulu dŽterminer la dose de cŽlŽcoxib nŽcessaire 

pour induire lÕapoptose de nos diffŽrentes lignŽes cellulaires. Nous avons vu prŽcŽdemment 

que le cŽlŽcoxib nÕinduit pas lÕapoptose des diffŽrentes lignŽes jusquÕˆ 40%M. Nous avons 

donc testŽ des concentrations supŽrieures ˆ 40%M (60, 80 et 100%M) sur nos diffŽrentes 

lignŽes cellulaires. Apr•s 8h de traitement, une induction dÕapoptose a ŽtŽ observŽe dans 

toutes les lignŽes cellulaires. Les cellules U937 sont les cellules les plus sensibles ˆ cet effet 

(jusquÕˆ 50 ± 9,42% de cellules en apoptose ˆ 100%M) et les cellules K562 les plus rŽsistantes 

(18 ± 2,16% de cellules en apoptose ˆ 100%M). Cet effet a ŽtŽ confirmŽ pour la lignŽe U937 

par lÕŽtude du potentiel membranaire mitochondriale par cytomŽtrie en flux ˆ lÕaide dÕun 

marquage au Mitotracker Red (Figure 83 B). Nous avons observŽ que le cŽlŽcoxib induit une 

perte de ce potentiel, comme observŽ dans le contr™le positif (cellules U937 traitŽes ˆ 100%M 

dÕŽtoposide pendant 5h).  
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Figure 83: Effet du cŽlŽcoxib sur lÕapoptose des diffŽrentes lignŽes cellulaire leucŽmiques 

et lymphoblastiques. 

Les cellules Hel, Jurkat, K562, Raji et U937 ont ŽtŽ traitŽes pendant 8h par diffŽrentes 

concentrations de cŽlŽcoxib (40-100%M). Le pourcentage dÕapoptose a ŽtŽ estimŽe par 

comptage des morphologies nuclŽaire (A). Ces rŽsultats ont ŽtŽ confirmŽs pour les cellules 

U937 et K562 par lÕŽtude du potentiel membranaire mitochondrial (B). Les rŽsultats 

reprŽsentent la moyenne de trois expŽriences ± DS (dŽviation standard). Ctrl : contr™le ; 

Coxib : cŽlŽcoxib. * : p < 0,05 ; **: p < 0,01 ; ***: p < 0,001. 
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Pour lÕŽtude du DMC, nous avons sŽlectionnŽ la lignŽe la plus sensible au cŽlŽcoxib 

(U937) et la lignŽe la plus rŽsistante (K562). Les deux lignŽes ont donc ŽtŽ traitŽes par 

diffŽrentes concentrations de DMC (10, 20, 40, 60 et 100%M). LÕapoptose a ensuite ŽtŽ 

analysŽe par morphologie nuclŽaire (Figure 84) apr•s 8h de traitement. Une induction 

dÕapoptose significative a ainsi ŽtŽ observŽe ˆ partir de 40%M de DMC dans les cellules U937 

et K562. Cette induction atteint 46 ± 5% avec 40%M dans les cellules U937 et 30 ± 8,72% 

dans les cellules K562. Ces donnŽes dŽmontrent que le DMC poss•de un effet pro-

apoptotique plus fort que le cŽlŽcoxib. 

Nous avons ensuite ŽtudiŽ lÕeffet du DMC sur la prolifŽration et lÕapoptose des 

cellules U937 et K562 pour des temps de traitement plus long (24h et 48h), ˆ des 

concentrations nÕinduisant pas lÕapoptose apr•s 8h de traitement. LÕeffet sur la prolifŽration 

cellulaire a ŽtŽ ŽtudiŽ ˆ lÕaide dÕun test dÕexclusion au bleu de trypan. Les cellules ont ŽtŽ 

traitŽes pendant 48h ˆ 10%M ou 20%M de DMC. Nous avons constatŽ que le DMC inhibe la 

prolifŽration des cellules U937 ˆ 20%M apr•s 24h de traitement (-49,28 ± 5,38%). LÕeffet 

nÕest pas la consŽquence dÕune induction dÕapoptose. Aucune modulation significative de la 

prolifŽration des cellules K562 nÕa ŽtŽ observŽe. Apr•s 48h, cet effet est encore plus 

important puisque le pourcentage dÕinhibition de la prolifŽration des cellules U937 atteint 

31,24 ± 8,32% ˆ 10%M de DMC et sÕŽl•ve ˆ 77,27 ± 6,97% ˆ 20%M. Pour 20%M, nous avons 

constatŽ une induction dÕapoptose (31,75 ± 8,52%). La prolifŽration des cellules K562 est 

aussi inhibŽe apr•s 48h avec 20%M de DMC (-48,07 ± 5,30%) mais nÕest pas accompagnŽe 

dÕune induction de mort cellulaire. La diminution de la prolifŽration est plus importante que 

celle observŽe prŽcŽdemment avec le cŽlŽcoxib (voir section 4.1) pour les cellules U937 et 

K562.  

 

Le DMC a un effet pro-apoptotique plus important que le cŽlŽcoxib et inhibe 

plus fortement la prolifŽration des cellules U937 et K562 que le cŽlŽcoxib. 
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Figure 84: Effet du 2,5-dimŽthyl-cŽlŽcoxib sur lÕapoptose des diffŽrentes lignŽes cellulaires 

leucŽmiques et lymphoblastiques. 

Les cellules U937 et K562 ont ŽtŽ traitŽes pendant 8h par diffŽrentes concentrations de DMC 

(10, 20, 40, 60, 100%M). Le pourcentage dÕapoptose a ŽtŽ estimŽ par comptage des 

morphologies nuclŽaire ˆ lÕaide dÕun marquage au Hoechst 33342. Les rŽsultats reprŽsentent 

la moyenne de trois expŽriences ± DS (dŽviation standard). Ctrl : contr™le ; Coxib : cŽlŽcoxib. 

* : p < 0,05 ; **: p < 0,01 ; ***: p < 0,001. 
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Figure 85 : Evaluation de lÕeffet de diffŽrentes concentrations en 2,5-dimŽthyl-cŽlŽcoxib 

sur la prolifŽration et lÕapoptose des lignŽes cellulaires U937 et K562. 

Les cellules U937 (A) et K562 (B) ont ŽtŽ ensemencŽes ˆ la concentration de 200000 

cellules/mL lors de lÕexposition ˆ diffŽrentes concentrations en DMC (10, 20%M). Les 

comptages ont ŽtŽ effectuŽs ˆ lÕaide dÕune coloration dÕexclusion au bleu de trypan et dÕune 

cellule de Malassez apr•s 24h et 48h de traitement. Le pourcentage dÕapoptose a ŽtŽ estimŽ 

par comptage des morphologies nuclŽaires ˆ lÕaide dÕun marquage au Hoechst 33342. Les 

rŽsultats reprŽsentent la moyenne de cinq expŽriences ± DS (dŽviation standard). * : p < 0,05 ; 

**: p < 0,01 ; ***: p < 0,001. 

.
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5 Discussion 

 

5.1  Effet dÕinhibiteurs de COX-2 sur la prolifŽration et le cycle cellulaire de lignŽes 

tumorales hŽmatologiques 

5.1.1 Effets des inhibiteurs de COX-2 sur la prolifŽration cellulaire 

 

Dans un premier temps, nous avons voulu Žvaluer lÕeffet de diffŽrents inhibiteurs de 

COX-2 sur la prolifŽration cellulaire des diffŽrentes lignŽes cellulaires leucŽmiques et 

lymphoblastiques utilisŽes durant ce projet. Ainsi, nous avons ŽtudiŽ lÕeffet du nimŽsulide, du 

NS-398 et du cŽlŽcoxib sur la prolifŽration des cellules Hel, Jurkat, K562, Raji et U937. Ces 

trois composŽs nÕont pas le m•me mŽcanisme dÕaction pour inhiber COX-2 (Copeland et al. 

1994). Ces composŽs inhibent la prolifŽration de nos diffŽrentes lignŽes cellulaires. Les 

cellules U937 sont les cellules les plus sensibles aux inhibiteurs alors que les K562 sont peu 

affectŽes par les traitements. Par consŽquent, afin de comprendre quels sont les mŽcanismes 

impliquŽs dans lÕeffet induit par les inhibiteurs de COX-2, nous avons focalisŽ 

majoritairement notre Žtude sur ces deux lignŽes cellulaires.  

Des Žtudes ont dŽjˆ mis en Žvidence cet effet sur dÕautres types cellulaires comme 

par exemple dans les cellules de cancers colorectaux (HCA-7 qui expriment COX-2 et les 

HCT-116 qui nÕexpriment pas cette protŽine). Cette Žtude montre une inhibition de la 

prolifŽration cellulaire de la lignŽe HCA-7 lors dÕun traitement avec le SC-58125, un 

inhibiteur spŽcifique de COX-2 (Sheng, Shao et al. 1997). LÕeffet antiprolifŽratif du cŽlŽcoxib 

a aussi ŽtŽ dŽmontrŽ sur la lignŽe U937 (Subhashini et al. 2005). Nous avons montrŽ que cette 

diminution de la prolifŽration nÕest pas due ˆ lÕinduction dÕapoptose par les trois inhibiteurs. 

Cependant, au delˆ de 40%M, le cŽlŽcoxib induit lÕapoptose de nos diffŽrentes lignŽes 

cellulaires. De nombreuses Žtudes rŽalisŽes sur le cŽlŽcoxib dans la littŽrature ont dŽjˆ montrŽ 

que ce composŽ est en mesure dÕinduire lÕapoptose de plusieurs types cellulaires. De plus, il a 

ŽtŽ montrŽ que cet effet peut se faire indŽpendamment de lÕinhibition de lÕactivitŽ de COX-2 

(Jendrossek et al. 2003 ; Niederberger et al. 2006). Nous avons, en effet, observŽ un effet pro-

apoptotique sur les diffŽrentes lignŽes cellulaires utilisŽes, y compris les cellules K562 qui 

expriment tr•s faiblement COX-2. Nos rŽsultats sont en accord avec ces Žtudes. LÕeffet anti-
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prolifŽratif des inhibiteurs de COX-2 nÕŽtant pas dž ˆ une induction dÕapoptose, nous avons 

Žmis lÕhypoth•se que la progression du cycle cellulaire Žtait perturbŽe. 

5.1.2  Effets des inhibiteurs de COX-2 sur le cycle cellulaire 

 

Dans un deuxi•me temps, nous avons analysŽ la distribution des cellules dans le 

cycle cellulaire. Nous avons remarquŽ que lÕinhibition de la prolifŽration cellulaire Žtait 

associŽe ˆ une accumulation des cellules en phase G0/G1 du cycle cellulaire et une 

diminution du nombre de cellules en phases S et G2. Cet effet a ŽtŽ observŽ avec le 

nimŽsulide, le NS-398 et le cŽlŽcoxib, dans toutes les lignŽes cellulaires exceptŽ la lignŽe 

K562. Des Žtudes ont dŽjˆ mis en Žvidence une accumulation des cellules U937 en phase 

G0/G1 avec le cŽlŽcoxib (Subhashini, Mahipal et al. 2005) ainsi que dans dÕautres mod•les 

(Subhashini, Mahipal et al. 2005; Zhang, Liu et al. 2006). Le mŽloxicam, un autre AINS, a 

aussi montrŽ cette capacitŽ dans un mod•le de carcinome hŽpatique o• lÕexpression de PCNA 

et de la cycline A Žtait diminuŽe (Li, Chen et al. 2006). Le NS-398 a dŽmontrŽ des effets 

similaires. Il a ŽtŽ par exemple dŽmontrŽ que le NS-398 diminue lÕexpression de la cycline D1 

et de PCNA dans la lignŽe MC-26 (cancer colorectal exprimant constitutivement COX-2) 

(Yao, Lam et al. 2004), perturbant ainsi la transition G1/S. Des Žtudes sur des mod•les 

hŽmatologiques ont mis en Žvidence une accumulation en phase G0/G1 du cycle cellulaire 

avec des inhibiteurs de COX-2. CÕest par exemple le cas du NS-398 qui augmente 

lÕexpression de p21. Les inhibiteurs de COX-2 semblent agir de mani•re similaire dans 

plusieurs mod•les cellulaires, en perturbant la transition G1/S du cycle cellulaire. 

Peu de donnŽes sont disponibles dans la littŽrature concernant le lien entre COX-2 et les 

mŽcanismes impliquŽs dans le dŽroulement du cycle cellulaire. Les Žtudes rŽalisŽes pour 

comprendre le mŽcanisme dÕinhibition de la prolifŽration cellulaire par les inhibiteurs de 

COX-2 expliquent comment le cycle cellulaire est initiŽ par des oncog•nes. La transcription 

de ces oncog•nes dŽpend de voies de signalisation induite par les prostaglandines qui agissent 

de mani•re autocrine ou paracrine (Breyer, Bagdassarian et al. 2001). Ces voies de 

signalisation passent par des rŽcepteurs de la famille Ç EP È, mais certaines Žtudes sugg•rent 

aussi un r™le important des rŽcepteurs nuclŽaires Ç PPAR È (peroxisome proliferator-activated 

receptor) (Cao and Prescott 2002). Plusieurs Žtudes ont reportŽ la prŽsence de ces rŽcepteurs 

Ç EP È sur des lignŽes leucŽmiques. CÕest le cas de la lignŽe Hel par exemple qui exprime le 

rŽcepteur EP3 (Paul et al. 1998). La lignŽe U937 aussi exprime les rŽcepteurs EP2 et EP3 

(Zeng et al. 1995).  
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Afin de mieux comprendre pourquoi les cellules sont bloquŽes en phase G0/G1 du 

cycle cellulaire, nous avons ŽvaluŽ lÕexpression de plusieurs acteurs impliquŽs dans la 

transition G1/S. LÕexpression de lÕARNm de la cycline D1 a ŽtŽ analysŽe. Il sÕagit dÕune 

protŽine chaperonne qui active les kinases Cdk4 et Cdk6 permettant ainsi la phosphorylation 

de Rb et la libŽration consŽcutive du facteur de transcription E2F qui rŽgule lÕexpression des 

protŽines importantes pour la phase S du cycle cellulaire comme PCNA par exemple (Kelman 

1997). Nous avons remarquŽ que le nimŽsulide diminue lÕexpression de la cycline D1 apr•s 

24h et 48h de traitement dans les cellules U937. Par ailleurs, lÕexpression de PCNA a aussi 

ŽtŽ analysŽe par PCR en temps rŽel et les rŽsultats montrent une diminution de son expression 

apr•s 48h de traitement avec le nimŽsulide, le NS-398 et le cŽlŽcoxib. Ces rŽsultats ont ŽtŽ 

confirmŽs par Western Blot. La diminution de la cycline D1 et de PCNA nÕa pas ŽtŽ observŽe 

pour les cellules K562. Une diminution de la phosphorylation ou du niveau dÕexpression de 

Rb pourrait expliquer ces rŽsultats.. La phosphorylation de Rb est inhibŽe par des protŽines 

qui inhibent les Cdks. Ces protŽines appartiennent ˆ deux familles qui sont la famille Cip/Kip, 

rŽunissant les protŽines p21, p27, p57 et la famille INK4 qui contient les protŽines p15, p16, 

p18, p19 (Stewart, Westfall et al. 2003). Nous avons constatŽ que lÕexpression de lÕARNm et 

de la protŽine p27 est augmentŽe dans la lignŽe cellulaire U937 apr•s traitement avec le 

nimŽsulide, le NS-398 ou le cŽlŽcoxib. Ces rŽsultats ont ŽtŽ confirmŽs par Western Blot apr•s 

24h et 48h de traitement par le nimŽsulide. p27 est une protŽine qui peut jouer un double r™le 

comme montrŽ dans une Žtude de Larrea et al puisque la forme phosphorylŽe de p27 (sur les 

rŽsidus T157, S10, T198 et Y74) stabilise les complexes Cdk4/cyclineD1 et Cdk6/cycline D1 

et favorise leur translocation vers le noyau alors que la forme non phosphorylŽe conduit ˆ une 

inhibition de la transition G1/S (Larrea et al. 2008). Dans notre mod•le, les inhibiteurs de 

COX-2 pourraient induire une diminution de la phosphorylation de p27. 

Nous avons aussi ŽtudiŽ lÕexpression de lÕARNm de p18, p19 et p21 par PCR en 

temps rŽel et nous avons observŽ une augmentation de lÕexpression de ces facteurs dans la 

lignŽe U937 et dans les cellules K562. Nous nous sommes concentrŽs sur les acteurs exprimŽs 

de fa•on diffŽrente entre les cellules U937 et K562.  
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5.1.3 Effets des inhibiteurs de COX-2 sur lÕexpression de c-Myc 

 

Nos rŽsultats sont en accord avec la diminution de la prolifŽration cellulaire et 

lÕaccumulation des cellules en phase G0/G1 du cycle cellulaire. LÕexpression de la cycline D1 

est sous la dŽpendance dÕoncog•nes comme c-Myc ou le complexe AP-1 (c-Jun/c-Fos) qui 

contr™le le passage des cellules de G0 vers G1. Par ailleurs, c-Myc est aussi un rŽpresseur de 

la transcription de p27 (Yang, Shen et al. 2001). Nos rŽsultats, en accord avec les donnŽes 

bibliographiques, nous ont poussŽs ˆ analyser lÕeffet des inhibiteurs de COX-2 sur le niveau 

dÕexpression de c-Myc dans nos cellules. Notre Žtude nous a alors montrŽ que les inhibiteurs 

de COX-2 diminuent lÕexpression de c-Myc d•s 1h de traitement dans les cellules U937. Une 

diminution de lÕexpression de c-Myc a aussi ŽtŽ observŽe dans les lignŽe Hel, Jurkat et Raji 

apr•s 24h de traitement mais pas dans la lignŽe K562.  

c-Myc est une protŽine qui peut •tre rŽgulŽe par dŽgradation via le protŽasome 26S 

(Kitagawa et al. 2009). Cependant, nos rŽsultats ont exclu un effet sur la stabilitŽ de c-Myc.  

Ensuite, nous avons ŽtudiŽ lÕeffet des inhibiteurs de COX-2 sur lÕexpression et la 

stabilitŽ de lÕARNm de c-Myc. Nous avons mis en Žvidence un effet diffŽrent entre 1h et 24h 

de traitement. Pour 1h de traitement, le niveau dÕARNm de c-Myc diminue alors que pour 

24h de traitement, ce niveau augmente. LÕŽtude de la stabilitŽ de lÕARNm nÕa rŽvŽlŽ aucune 

modulation par les inhibiteurs de COX-2. Nos rŽsultats ont permis de conclure ˆ une 

diminution de la transcription pour des temps de traitement court (1h) et une diminution de la 

traduction de la protŽine pour des temps de traitement plus long (24h). Cependant, nous 

nÕexcluons pas lÕhypoth•se dÕun effet sur la traduction de c-Myc pour les temps de traitement 

courts, qui accompagnerait la diminution de la transcription. La transcription de c-Myc est 

sous le contr™le de plusieurs voies de signalisation activŽes notamment pendant le 

dŽveloppement et dans les cancers. Ce sont par exemple les voies Wnt/"-cat, TGF-! ainsi que 

les MAPKs. Certaines de ces voies sont activŽes par COX-2 et plus particuli•rement par les 

prostaglandines issues du mŽtabolisme de lÕAA par cette enzyme, via des rŽcepteurs 

membranaires (rŽcepteurs EP) (Breyer, Bagdassarian et al. 2001). La PGE2 est par exemple 

capable de se fixer sur les rŽcepteurs EP2 et EP4, des rŽcepteurs membranaires ˆ protŽine G, 

ce qui peut activer lÕadŽnylate cyclase. LÕaugmentation dÕAMPc qui en rŽsulte peut activer 

plusieurs kinases comme par exemple les MAPKs, qui ˆ leur tour contr™lent la transcription 

de c-Myc. Nos rŽsultats ont dŽmontrŽ que lÕinhibition de ERK1/2 par un inhibiteur spŽcifique 
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(PD98059) conduit ˆ une diminution de lÕexpression de c-Myc et que le nimŽsulide diminue 

la phosphorylation de ERK1/2. Ces rŽsultats sugg•rent que la diminution de la transcription 

de c-Myc par les inhibiteurs de COX-2 passe par une diminution de lÕactivation de ERK1/2. 

Cependant, les autres voies de signalisation citŽes prŽcŽdemment pourraient aussi •tre 

impliquŽes. 

Concernant la rŽgulation de la traduction de c-Myc, plusieurs voies pourraient •tre 

impliquŽes. En effet, lÕARNm de c-Myc contient une rŽgion 3ÕNT qui est la cible de plusieurs 

protŽines contr™lant la stabilitŽ, ou la traduction de lÕARNm (Audic and Hartley 2004). Parmi 

ces protŽines, des AUBP comme par exemple TIA-1 et TIAR qui peuvent inhiber la 

traduction de c-Myc (Mazan-Mamczarz, Lal et al. 2006 ; Liao, Hu et al. 2007). 

Par ailleurs, lÕARNm de c-Myc peut •tre la cible de petits ARN non codants, comme par 

exemple les miRs. Ces petits ARNs (environ 22 nuclŽotides) sont capables de se fixer de 

mani•re complŽmentaire sur lÕARNm cible, ce qui conduit ˆ sa dŽgradation via le syst•me 

Dicer ou, si la complŽmentaritŽ nÕest pas parfaite, ˆ une diminution de la traduction de 

lÕARNm cible (Mello and Conte 2004). CÕest notamment le cas de miR34a comme montrŽ 

dans une Žtude sur des fibroblastes (lignŽe cellulaire TIG3) (Christoffersen, Shalgi et al.). 

Gr‰ce ˆ lÕalgorithme Ç Target Scan È, nous avons sŽlectionnŽ les miRs potentiels rŽgulant 

lÕexpression de c-Myc, puis nous avons choisi ceux qui ont dŽjˆ dŽmontrŽ un effet sur la 

traduction de c-Myc. Notre Žtude nous a donc conduis ˆ analyser lÕexpression de miR-34a, et 

des miRs de la famille Let-7. Nos rŽsultats ont permis de montrer que le nimŽsulide et le 

cŽlŽcoxib augmentent significativement lÕexpression des miRs Let-7c et Let-7f. Ces rŽsultats 

sugg•rent que lÕinhibition de la traduction de c-Myc passe par ces deux candidats. 

Il est important de prŽciser que c-Myc est un rŽpresseur transcriptionnel de plusieurs 

miRs jouant un r™le dans la prolifŽration cellulaire. CÕest par exemple le cas de miR23a et 

miR23b qui inhibe lÕexpression de la glutaminase mitochondriale (Gao et al. 2009). La 

perturbation du mŽtabolisme de la glutamine qui en rŽsulte est responsable dÕune diminution 

de la prolifŽration cellulaire et dÕune accumulation des cellules en phase G0/G1 du cycle 

cellulaire. La diminution de la prolifŽration par les inhibiteurs de COX-2 pourrait donc passer 

par ce mŽcanisme. 
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5.1.4 Evaluation de lÕimplication de COX-2 dans les diffŽrentes lignŽes cellulaires 

 

Les donnŽes bibliographiques ont dŽmontrŽ que les inhibiteurs de COX-2 peuvent 

induire leurs effets, indŽpendamment de lÕinhibition de lÕenzyme. Afin de clarifier cet aspect, 

nous avons dans un premier temps ŽtudiŽ lÕexpression de COX-1 et de COX-2 au niveau de 

lÕARNm et au niveau protŽique par PCR en temps rŽel et par Western Blot dans les 

diffŽrentes lignŽes cellulaires utilisŽes. En accord avec les donnŽes de la littŽrature, nous 

avons observŽ une expression constitutive de COX-1 dans les diffŽrentes lignŽes cellulaires 

utilisŽes. Pour COX-2, nous avons pu observer que cette protŽine est exprimŽe dans toutes les 

lignŽes cellulaires. LÕexpression est forte dans les cellules Hel, Jurkat, Raji et U937 mais est 

tr•s faible dans la lignŽe K562. LÕexpression de COX-2 est inductible et est rŽgulŽe par des 

cytokines pro-inflammatoires comme lÕIl-6, le TNF", lÕIl-1! mais aussi des facteurs de 

croissance comme lÕEGF par exemple (Tsatsanis, Androulidaki et al. 2006). Le fait que COX-

2 soit constitutivement exprimŽ dans les autres lignŽes cellulaires sugg•re une perturbation 

dÕune/des voie(s) de signalisation intracellulaires rŽgulatrices de lÕexpression de COX-2 ou 

dans le g•ne de COX-2 m•me. Par ailleurs, des perturbations ŽpigŽnŽtiques peuvent aussi •tre 

responsables de la surexpression de la protŽine, ou encore des modifications post-

transcriptionnelles contr™lant la stabilitŽ de lÕARNm (Cerella, Sobolewski et al. 2010). Des 

mutations de Ras, impliquŽes dans la voie des MAPKs et rŽgulant lÕexpression de COX-2 ont 

dŽjˆ ŽtŽ corrŽlŽes avec une surexpression de COX-2 comme montrŽ dans une Žtude sur des 

cellules de cancer du poumon ˆ petites cellules (Bos 1989). La mutation de Ras est aussi 

responsable dÕune surexpression de COX-2 dans le cas de myŽlomes ainsi que dans dÕautres 

types de cancers comme le cancer du sein par exemple o• lÕexpression de COX-2 est corrŽlŽe 

ˆ une plus forte agressivitŽ tumorale (Gilhooly et al. 1999). Dans le cancer du c™lon, la 

mutation dÕAPC conduit ˆ une expression constitutive de COX-2 (Eisinger et al. 2006).  

 

Le lien entre lÕinflammation chronique et la progression tumorale est connu et 

implique COX-2 (Coussens and Werb 2002). Dans plusieurs types de cancers, la 

surexpression de COX-2 est responsable dÕune augmentation de la prolifŽration des cellules 

cancŽreuses et une perte de sensibilitŽ aux signaux apoptotiques. Ce lien est particuli•rement 

connu pour les tumeurs solides mais les mŽcanismes impliquŽs dans les cancers 

hŽmatologiques ne sont pas clairement dŽfinis. Dans notre Žtude, nous avons observŽ un effet 
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anti-prolifŽratif induit par les inhibiteurs de COX-2. Parmi les lignŽes cellulaires ŽtudiŽes, les 

cellules U937 apparaissent plus sensibles que les autres lignŽes. A lÕinverse, les cellules K562 

sont plus rŽsistantes. La diffŽrence de sensibilitŽ prŽsente une bonne corrŽlation avec les 

niveaux dÕexpression de COX-2. p53 et p73 sont aussi des rŽgulateurs de la progression du 

cycle cellulaire en phase G1/S (Agarwal, Agarwal et al. 1995). Cependant, notre analyse de 

lÕexpression de p53 et p73 nÕa pas rŽvŽlŽ de corrŽlation comme pour COX-2. Ces rŽsultats 

sugg•rent donc un effet dŽpendant de lÕexpression de COX-2. 

COX-2 est une enzyme qui participe au mŽtabolisme de lÕAA et conduit, en 

association avec les isomŽrases prŽsentes dans les cellules ˆ la formation de prostaglandines. 

Parmi les prostaglandines, la PGE2 a retenu notre attention. En effet, les PGE2 sont fortement 

synthŽtisŽes dans plusieurs types de tumeurs et rŽgulent positivement la prolifŽration des 

cellules tumorales, notamment en favorisant la transition G1/S (Doherty, Byrne et al. 2009). Il 

a par ailleurs ŽtŽ dŽmontrŽ que les PGE2, via les rŽcepteurs EP2/EP4, transactivent le 

rŽcepteur de lÕEGF et induit de ce fait la voie des MAPKs qui contr™le lÕexpression et la 

phosphorylation dÕoncog•nes comme c-Myc, c-fos, c-jun (Dunn et al. 2005; Al-Salihi et al. 

2007). Dans notre Žtude, nous avons Žmis lÕhypoth•se que si la diminution de lÕexpression de 

c-Myc, induite par les inhibiteurs de COX-2 est bien la consŽquence dÕune diminution de 

lÕactivitŽ enzymatique de COX-2 alors, il est possible que les PGE2 ont un r™le important 

dans cet effet. Par consŽquent, lÕadministration de PGE2 pourrait prŽvenir lÕeffet des 

inhibiteurs de COX-2. Cependant, nos rŽsultats nÕont pas ŽtŽ dans ce sens. MalgrŽ le 

traitement des cellules U937 avec des PGE2, le nimŽsulide a conservŽ sa capacitŽ ˆ inhiber 

lÕexpression de c-Myc. Nos rŽsultats sugg•rent donc que malgrŽ une bonne corrŽlation entre 

lÕexpression de COX-2 dans les diffŽrentes lignŽes cellulaires et la sensibilitŽ de ces cellules 

aux inhibiteurs de COX-2, cet effet est indŽpendant de la synth•se de PGE2. Notre Žtude a 

ensuite dŽmontrŽ que les cellules U937 produisent une quantitŽ de PGE2 proche de celle des 

cellules K562. De plus, les inhibiteurs de COX-2 ne diminuent pas la synth•se de PGE2 dans 

les cellules U937. Ces rŽsultats nous ont donc suggŽrŽ que lÕenzyme est peu active dans ces 

cellules et renforcent lÕidŽe dÕun effet indŽpendant de COX-2. 
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5.1.5 Effets des inhibiteurs de COX-2 sur lÕexpression de marqueurs de diffŽrenciation 

myŽlo•des 

 

LÕinhibition de la prolifŽration cellulaire avec lÕaccumulation des cellules en phase 

G0/G1 du cycle cellulaire peut •tre la consŽquence dÕune diffŽrenciation cellulaire (Abelev 

2000). Les cellules U937 poss•dent la capacitŽ de se diffŽrencier en monocytes ou en 

granulocytes. Les cellules Hel poss•dent la capacitŽ de se diffŽrencier en mŽgacaryocytes 

(Hassan and Freund 1995) et les cellules K562 peuvent se diffŽrencier en Žrythrocytes ou en 

mŽgacaryocytes (Tani et al. 1996). LÕexpression de marqueurs de surface associŽe ˆ ces 

diffŽrentes diffŽrenciations a alors ŽtŽ analysŽe dans les cellules U937, Hel et K562 traitŽes 

par les inhibiteurs de COX-2. Notre Žtude a alors montrŽ que les inhibiteurs de COX-2 

conduisent ˆ une augmentation de lÕexpression de CD15 (marqueur granulocytaire) dans les 

cellules U937. La diffŽrenciation des cellules U937 en monocytes est frŽquemment associŽe ˆ 

une augmentation des marqueurs CD11b et CD14. Cependant, aucune augmentation de ces 

marqueurs nÕa ŽtŽ observŽe dans les cellules U937. Une augmentation de lÕexpression des 

marqueurs mŽgacaryocytaires CD41a et CD61 a ŽtŽ observŽe dans les cellules Hel. Aucune 

modulations des marqueurs CD41a et CD61 nÕa ŽtŽ observŽe avec les cellules K562, ce qui 

est corrŽlŽ ˆ la faible sensibilitŽ de ces cellules aux inhibiteurs de COX-2 et ˆ lÕabsence 

dÕaccumulation en phase G0/G1 du cycle cellulaire. La diffŽrenciation cellulaire 

sÕaccompagne dÕune accumulation des cellules en phase G0 du cycle cellulaire. Cet effet est 

la consŽquence dÕune entrŽe des cellules en quiescence. LÕanalyse de lÕexpression de la 

protŽine Ki-67 nous a confirmŽ quÕune partie des cellules U937 entrent en phase G0 du cycle 

cellulaire. Nous avons par ailleurs vŽrifiŽ si cette entrŽe en G0 est la consŽquence dÕune 

induction de sŽnescence. La sŽnescence, contrairement ˆ la quiescence est irrŽversible et est 

caractŽrisŽe par une augmentation de la taille et de la granulositŽ des cellules (cellules 

gŽantes), une accumulation de vacuoles dans le cytoplasme, la prŽsence de SAHF ˆ cause 

dÕune mŽthylation de lÕhistone H3 (te Poele, Okorokov et al. 2002) et une augmentation de 

lÕactivitŽ !-galactosidase due ˆ lÕaugmentation de la masse lysosomiale (Dimri, Lee et al. 

1995). Nous avons exclu cette hypoth•se par lÕŽtude de lÕactivitŽ !-galactosidase. Notre Žtude 

a rŽvŽlŽ la prŽsence de vŽsicules prŽsentant une activitŽ !-gal. Cependant le profil de cette 

activitŽ ne correspond pas ˆ celui de cellules sŽnescentes comme observŽ dans notre contr™le 

positif. 
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Dans notre Žtude, nous avons montrŽ que le nimŽsulide inhibe la phosphorylation de 

ERK1/2. Une autre Žtude a montrŽ un lien entre ERK1/2 et la diffŽrenciation granulocytaire 

dans les cellules U937. Ce lien met en jeu le facteur de transcription C/EBP" 

(CCAAT/enhancer binding protein "). La phosphorylation de C/EBP" par ERK1/2 sur la 

sŽrine 21 conduit ˆ son inactivation (Ross et al. 2004). C/EBP" contr™le la diffŽrenciation 

granulocytaire en permettant par exemple lÕexpression de marqueurs spŽcifiques comme par 

exemple CD15 (Nakayama, Nishihara et al. 2001). Par ailleurs, il a ŽtŽ montrŽ que C/EBP" 

inhibe la transcription de c-Myc (Johansen et al. 2001; Hoffman, Amanullah et al. 2002 ). Par 

ailleurs, de nombreuses Žtudes ont montrŽ que la diffŽrenciation cellulaire sÕaccompagne 

souvent dÕune diminution de lÕexpression de c-Myc (Abelev 2000 ; Dimberg and Oberg 

2003). Nous suggŽrons par consŽquent que C/EBP" pourrait •tre lÕun des facteurs clŽs dans 

lÕeffet mŽdiŽ par les inhibiteurs de COX-2. 

Les inhibiteurs de COX-2 semblent induire une diffŽrenciation cellulaire pour les 

cellules U937 et Hel. Cependant, m•me si les inhibiteurs de COX-2 permettent une 

augmentation de lÕexpression de marqueurs myŽlo•des, ces molŽcules ne permettent pas 

dÕaboutir ˆ une diffŽrenciation compl•te. En effet, la coloration de May-GrŸnwald Giemsa nÕa 

pas rŽvŽlŽ les modifications morphologiques attendues pour une diffŽrenciation 

granulocytaire des cellules U937, m•me apr•s six jours de traitement (donnŽes non montrŽes). 

Ces rŽsultats sugg•rent donc que les inhibiteurs de COX-2 poussent les cellules vers un Žtat 

de diffŽrenciation plus avancŽ sans atteindre un stade de diffŽrenciation terminal. 

Ces derni•res annŽes, la capacitŽ des cellules tumorales ˆ entrer en dormance 

tumorale a ŽtŽ ŽtudiŽe. La dormance est notamment caractŽrisŽe par une quiescence cellulaire, 

avec une accumulation des cellules en phase G0/G1 du cycle cellulaire, une diminution de 

lÕexpression de c-Myc et un Žtat de diffŽrenciation plus avancŽe. Cet Žtat peut sÕinterrompre 

plusieurs annŽes apr•s un succ•s thŽrapeutique et peut donc conduire ˆ une rechute (Almog 

2010). Il a aussi ŽtŽ montrŽ que la rŽactivation de c-Myc peut ˆ elle seule conduire ˆ un 

phŽnotype tumoral (Klapproth et al. ; Hoffman, Amanullah et al. 2002 ; Prochownik 2004). 

Par consŽquent, lÕune des stratŽgies pour emp•cher ces rechutes pourrait consister en le 

maintien de ces cellules tumorales en Žtat de dormance. Nos travaux ont montrŽ des 

similaritŽs entre les effets induits par les inhibiteurs de COX-2 et la dormance tumorale 

comme par exemple lÕaccumulation en phase G0/G1 du cycle cellulaire, la diminution de 

lÕexpression de c-Myc et un Žtat plus diffŽrenciŽ. Il serait donc intŽressant dÕŽtudier le lien 

possible entre lÕeffet des inhibiteurs de COX-2 et la dormance tumorale. 
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Par ailleurs, il serait intŽressant de savoir si les inhibiteurs de COX-2 peuvent aussi 

diminuer lÕexpression dÕautres membres de la famille Myc, comme par exemple N-Myc, qui 

est frŽquemment surexprimŽ dans les tumeurs du cerveau chez lÕenfant (Gualdrini, Corvetta et 

al. 2010; Buechner, Tomte et al. 2011 ). Par ailleurs, la dŽrŽgulation de la diffŽrenciation 

myŽlo•de est frŽquemment associŽe aux leucŽmies myŽlo•des aigues. LÕutilisation dÕagents 

capables de diffŽrencier les cellules leucŽmiques comme par exemple lÕacide rŽtino•que ou 

encore des agonistes du rŽcepteur nuclŽaire RXR (par exemple, le bexarot•ne) (Tsai et al. 

2007) ou encore lÕacide valproique ont montrŽ une diminution de lÕagressivitŽ de ces cellules 

cancŽreuses. DÕune mani•re similaire, la 1,25-dihydroxyvitamine D3 induit la diffŽrenciation 

de cellules leucŽmiques. Cependant, lÕutilisation de cette molŽcule en clinique est limitŽe par 

ses effets secondaires, comme lÕhypercalcŽmie qui peut conduire ˆ des infarctus (Jamshidi, 

Zhang et al. 2008). LÕune des stratŽgies rŽcemment proposŽe pour rŽsoudre ce probl•me serait 

de combiner de faible dose de 1,25D avec dÕautres molŽcules qui pourraient potentialiser son 

effet. Dans ce contexte, les AINS (indomŽtacine) et les inhibiteurs sŽlectifs de COX-2 (DUP-

697) ont dŽmontrŽ quÕils pouvaient potentialiser la diffŽrenciation induite par le 1,25D. Dans 

cette Žtude, cet effet Žtait associŽ ˆ une augmentation de la phosphorylation de Raf1 et une 

diminution de la phosphorylation de ERK1/2 dans les cellules HL-60 et U937. De plus, dans 

une autre Žtude, la diminution de lÕexpression de lÕoncog•ne Cot1, associŽe ˆ une diminution 

de sa cible, ERK5, sensibilise des cellules ˆ la diffŽrenciation induite par le 1,25D (Wang et 

al. 2010).  

 

Nos travaux montrent un effet bŽnŽfique des inhibiteurs de COX-2 qui inhibent 

la prolifŽration cellulaire et induisent une diminution rapide de lÕexpression de c-Myc. 

Nous avons Žgalement montrŽ que les inhibiteurs de COX-2 conduisent ˆ un Žtat de 

diffŽrenciation plus avancŽ dans les cellules Hel et U937. Nos rŽsultats sugg•rent donc 

que les inhibiteurs de COX-2 pourraient avoir un effet bŽnŽfique dans les thŽrapies 

visant ˆ diffŽrencier les cellules tumorales.  

Les rŽsultats de cette partie de lÕŽtude sont rŽsumŽs dans la figure 86. 

.  
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Figure 86 : Action des inhibiteurs de COX-2 sur la prolifŽration cellulaire des cellules 

cancŽreuses hŽmatopo•Žtiques : un mod•le 

Les inhibiteurs de COX-2 conduisent ˆ une diminution rapide de lÕexpression de c-Myc qui 

sÕaccompagne dÕune diminution de lÕexpression de la cycline D1 ainsi que dÕune 

augmentation de lÕexpression de p27. Ces modulations ont pour consŽquence une inhibition 

de la transition G1/S du cycle cellulaire et une accumulation des cellules en phase G0/G1 du 

cycle cellulaire. LÕaccumulation est accompagnŽe par une augmentation de lÕexpression de 

marqueurs de diffŽrenciation comme CD15, CD41a, CD61. Par ailleurs, Les inhibiteurs de 

COX-2 inhibent la phosphorylation de ERK1/2, ce qui pourrait •tre responsable de la 

diminution de lÕexpression de c-Myc.  
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5.2 Effet dÕinhibiteurs de COX-2 sur lÕapoptose des lignŽes cellulaires hŽmatologiques 

5.2.1 Effet dÕinhibiteurs de COX-2 sur lÕapoptose intrins•que  

 

Les inhibiteurs de COX-2 ont dŽmontrŽ un effet anti-prolifŽratif dans nos diffŽrents 

mod•les cellulaires. DÕapr•s la littŽrature, ces inhibiteurs peuvent aussi potentialiser lÕeffet 

des agents chimiothŽrapeutiques dans plusieurs types cellulaires (Sobolewski, Cerella et al. 

2010). Cependant, peu dÕŽtudes dans les mod•les hŽmatologiques ont ŽtŽ rŽalisŽes. Nous 

avons ŽtudiŽ lÕeffet des inhibiteurs de COX-2 sur lÕapoptose induite par des agents 

chimiothŽrapeutiques.  

Dans un premier temps, nous avons constatŽ que les cellules U937 traitŽes par des 

inhibiteurs de COX-2 (nimŽsulide, NS-398 et cŽlŽcoxib) deviennent plus rŽsistantes ˆ 

lÕapoptose induite par lÕŽtoposide. Aux concentrations maximales en NS-398 et nimŽsulide, 

nous avons observŽ un blocage total de lÕapoptose induite par lÕŽtoposide.  

Le m•me effet chimioprotecteur a pu •tre observŽ pour dÕautres agents inducteurs de 

lÕapoptose intrins•que comme la camptothŽcine, lÕirinotŽcan, la doxorubicine, le cisplatine, le 

mŽthotrexate et la cytarabine. Les rŽsultats sugg•rent que lÕeffet nÕest pas caractŽristique de 

lÕapoptose induite par lÕŽtoposide mais de lÕapoptose induite par plusieurs agents 

chimiothŽrapeutiques.  

Notre Žtude a montrŽ que cet effet pouvait aussi se produire dans dÕautres types 

cellulaires, puisque nous avons aussi observŽ une rŽsistance ˆ lÕapoptose induite par le 

cisplatine dans les cellules Hel, Jurkat, K562 et Raji. Par ailleurs, nos rŽsultats renforcent 

lÕidŽe que les inhibiteurs de COX-2 agissent indŽpendamment de lÕinhibition de COX-2 

puisque la lignŽe K562 qui exprime faiblement COX-2 par rapport aux autres lignŽes 

cellulaires devient aussi rŽsistante apr•s traitement avec le cŽlŽcoxib. De plus, le DMC, un 

analogue du cŽlŽcoxib ne possŽdant pas la capacitŽ dÕinhiber COX-2 (Kardosh, Wang et al. 

2005), conduit ˆ un effet similaire avec le cŽlŽcoxib dans les cellules U937. 

Afin de comprendre ˆ quel niveau lÕapoptose est affectŽe, nous avons ŽtudiŽ les 

diffŽrentes Žtapes de lÕapoptose intrins•que. Nous avons ainsi montrŽ que la protection est 

caractŽrisŽe par une inhibition du clivage de la caspase-8 et de la caspase-9. Nos rŽsultats ont 

dŽmontrŽ que cet effet nÕest pas liŽ ˆ un effet sur lÕexpression de XIAP, une protŽine qui 

inhibe lÕactivitŽ de ces caspases.  
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Nous avons ensuite ŽtudiŽ lÕeffet du nimŽsulide sur le potentiel membranaire 

mitochondrial et nous avons remarquŽ que cet inhibiteur inhibe la perte du potentiel 

mitochondrial induite par lÕŽtoposide. Nous avons ensuite constatŽ une inhibition de la 

libŽration de cytochrome c qui explique alors lÕinhibition du clivage des caspases-3, -8 et -9. 

En effet, le cytochrome c permet la formation de lÕapoptosome, un complexe protŽique 

conduisant ˆ lÕactivation protŽolytique de la caspase-3 (Coppola and Ghibelli 2000). En 

amont de la mitochondrie, le nimŽsulide et le NS-398 inhibent lÕactivation de la protŽine Bax 

lors de lÕapoptose induite par lÕŽtoposide. Durant le processus apoptotique, Bax est transloquŽ 

au niveau de la mitochondrie pour permettre la libŽration de facteur comme le cytochrome c. 

Cet effet sÕaccompagne dÕune dŽgradation de Bcl-2 par le protŽasome (Dimmeler, Breitschopf 

et al. 1999; Burlacu 2003 ). Ces rŽsultats nous ont poussŽ ˆ Žtudier lÕexpression de Bcl-2 et 

Bcl-xL, des protŽines qui inhibent lÕactivitŽ de Bax. Nous avons remarquŽ que lÕexpression de 

ces protŽines nÕest pas affectŽe par le traitement avec les inhibiteurs de COX-2 seuls.  

La plupart des donnŽes dans la littŽrature sugg•rent que les inhibiteurs de COX-2 

conduisent ˆ une chimio-sensibilisation ˆ lÕapoptose induite par des agents 

chimiothŽrapeutiques pour diffŽrents types cellulaires. En effet, il a ŽtŽ dŽmontrŽ que la 

combinaison du NS-398 et du chlorambucil, un agent alkylant, permet dÕaugmenter 

lÕapoptose des cellules LLC-B (LeucŽmie lympho•de chronique ˆ lymphocytes B) provenant 

de patients (Secchiero, Barbarotto et al. 2005). Le NS-398 est aussi capable dÕaugmenter 

lÕeffet cytotoxique de la gemcitabine, un antimŽtabolite analogue de la 2Õ-dŽoxycytidine, sur 

les cellules A549ACA (lignŽe dÕadŽnocarcinome du poumon) en augmentant lÕapoptose 

(Chen, Xiao et al. 2008). Une autre Žtude a montrŽ que le mŽloxicam inhibe lÕexpression de la 

glycoprotŽine-P dans les cellules HL60 (leucŽmie humaine ˆ promyŽlocytes) et des cellules 

leucŽmiques de patients atteints de leucŽmie myŽlo•de aigu‘ (Puhlmann, Ziemann et al. 

2005). En revanche, notre Žtude montre que les inhibiteurs de COX-2 inhibent lÕapoptose 

induite par diffŽrents agents chimiothŽrapeutiques dans plusieurs lignŽes cellulaires. 

 

5.2.2  Effet dÕinhibiteurs de COX-2 sur lÕapoptose extrins•que des lignŽes cellulaires 

 

Comme lÕapoptose intrins•que est affectŽe par les inhibiteurs de COX-2, nous avons 

ŽtudiŽ lÕeffet du nimŽsulide et du NS-398 sur lÕapoptose induite par FasL et le TNF#. Nous 

avons ainsi remarquŽ que le niveau dÕapoptose induit par FasL, TRAIL ou le TNF# nÕest pas 

modifiŽ par le traitement des cellules U937 avec le nimŽsulide ou le NS-398. Une chimio-
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sensibilisation par inhibition de COX-2 ˆ lÕapoptose extrins•que a ŽtŽ observŽe dans dÕautres 

types cellulaires comme des cellules tumorales coliques (Martin, Phillips et al. 2005). Les 

cellules traitŽes au DUP-697, un inhibiteur spŽcifique de COX-2, sont sensibilisŽes ˆ 

lÕapoptose induite par Ç TRAIL È (TNF-related apoptosis-inducing ligand) en raison dÕune 

accumulation dÕAA dans les cellules, ce qui conduit ˆ lÕactivation de la sphingomyŽlinase qui 

dŽclenche une condensation des rŽcepteurs de TRAIL au niveau de rŽgions riches en 

cŽramides et cholestŽrol appelŽes Ç cavŽoles È. LÕapoptose physiologique (extrins•que) active 

lÕapoptose intrins•que pour amplifier la rŽponse apoptotique via le clivage de la protŽine Bid 

qui active Bax et Bak (Henshall, Bonislawski et al. 2001). Nous avons confirmŽ nos rŽsultats 

en Žtudiant lÕeffet du nimŽsulide sur lÕactivation de Bax et Bak par FasL. Le nimŽsulide 

nÕaffecte pas lÕactivation de ces deux protŽines par FasL. Les rŽsultats nous ont donc appris 

que les inhibiteurs de COX-2 nÕaffectent pas directement lÕactivation de Bax et de Bak mais 

inhibent plut™t des ŽvŽnements plus prŽcoces. 

 

5.2.3 Les inhibiteurs de COX-2 prŽviennent lÕapoptose intrins•que avant lÕinitiation de 

lÕapoptose. 

 

Les rŽsultats obtenus confirment que lÕeffet chimioprotecteur concerne lÕapoptose 

intrins•que en amont de lÕactivation de Bax et de Bak. Les kinases JNK et p38MAPK 

interviennent ˆ un stade prŽcoce de lÕapoptose intrins•que. Ces kinases induisent la 

phosphorylation activatrice de protŽines pro-apoptotiques comme Bax par exemple, ou encore 

en phosphorylant des protŽines anti-apoptotiques telles que Bcl-xL ou Bcl-2, conduisant ˆ une 

suppression de leurs fonctions anti-apoptotiques (Basu and Haldar 2003; Kanda and Miura 

2004 ; Wei, Sinha et al. 2008). Notre Žtude a dŽmontrŽ que lÕŽtoposide induit lÕactivation de 

ces kinases et que les inhibiteurs de COX-2 prŽviennent cette activation. LÕeffet est corrŽlŽ ˆ 

une diminution de la protŽolyse de Bcl-2 induite par lÕŽtoposide. Nos rŽsultats ont ainsi 

dŽmontrŽ que lÕapoptose intrins•que est inhibŽe ˆ un stade tr•s prŽcoce, ce qui sugg•re 

lÕimplication de mŽcanismes de chimiorŽsistance. 

Une diminution de lÕinternalisation ou dÕune augmentation du rejet des agents 

chimiothŽrapeutiques en dehors des cellules pourrait expliquer cette rŽsistance aux agents 

chimiothŽrapeutiques. Pour vŽrifier cette hypoth•se, nous avons analysŽ lÕeffet du nimŽsulide 

et du NS-398 sur lÕapoptose intrins•que induite par le peroxyde dÕhydrog•ne qui a la capacitŽ 

dÕentrer librement dans la cellule et nÕest pas la cible des protŽines de la famille ABC (par 
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exemple, MRP, BCRP, P-gp). Les inhibiteurs de COX-2 nÕaffectent pas lÕapoptose induite par 

le peroxyde dÕhydrog•ne. Notre Žtude a donc dŽmontrŽ que lÕinhibition de lÕapoptose 

intrins•que nÕest pas la consŽquence de modulations ou dÕaltŽrations du mŽcanisme m•me de 

lÕapoptose intrins•que. LÕinhibition de lÕapoptose intrins•que induite par les inhibiteurs de 

COX-2 pourrait •tre liŽe ˆ une diminution de la concentration intracellulaire en agents 

chimiothŽrapeutiques. Un tel effet devrait sÕaccompagner dÕune diminution des altŽrations de 

lÕADN induites par les agents chimiothŽrapeutiques. Par lÕŽtude de la phosphorylation de 

lÕhistone H2AX (H2AX&), un marqueur des cassures double brins de lÕADN, nous avons 

montrŽ que les inhibiteurs de COX-2 inhibent les altŽrations de lÕADN induites par 

lÕŽtoposide. 

Tous nos rŽsultats sugg•rent que les inhibiteurs de COX-2 pourraient influencer 

lÕexpression ou lÕactivitŽ de protŽines impliquŽes dans lÕimport ou lÕexport des agents 

chimiothŽrapeutiques.  

5.2.4 Effets des inhibiteurs de COX-2 sur des protŽines de transport des agents 

chimiothŽrapeutiques 

 

RŽcemment, une Žtude a montrŽ que le cŽlŽcoxib inhibe lÕapoptose induite par le 

cisplatine dans un mod•le de cancer de lÕoesophage (Yu, Chen et al. 2011). Cet effet est la 

consŽquence dÕune inhibition de la protŽine CTR1, qui permet lÕimport des agents 

chimiothŽrapeutiques dans la cellule. Aucune modulation de lÕexpression de cette protŽine nÕa 

ŽtŽ observŽe avec les inhibiteurs de COX-2. Cependant, nous nÕexcluons pas une Žventuelle 

implication dÕautres protŽines impliquŽes dans lÕimportation des agents chimiothŽrapeutiques 

dans la cellule. 

 

Nous avons alors Žmis lÕhypoth•se que des protŽines permettant le rejet des agents 

chimiothŽrapeutiques en dehors des cellules pouvaient •tre impliquŽes. La famille ABC  

comme par exemple la glycoprotŽine-P ou encore les protŽines MRP permettent de rejeter les 

agents chimiothŽrapeutiques en dehors de la cellule et sont donc ˆ lÕorigine de la 

chimiorŽsistance de nombreuses cellules tumorales (Luqmani 2005). 

Nous avons dans un premier temps, proposŽ une implication de protŽines MDR et 

nous nous sommes intŽressŽs au niveau dÕexpression de lÕARNm et de la protŽine MRP1 et 

MDR1 et nous avons ainsi pu observŽ que le traitement des cellules U937 avec le nimŽsulide, 

le NS-398 ou le cŽlŽcoxib pendant 24h conduit ˆ une augmentation de lÕexpression de ces 
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ARNm dÕune mani•re dose dŽpendante. Cependant, au niveau protŽique, aucune 

augmentation de ces deux protŽines nÕa ŽtŽ observŽe. Ces rŽsultats montrent donc que ces 

deux protŽines ne sont pas impliquŽes dans lÕeffet induit par les inhibiteurs de COX-2. 

Cependant, la piste des protŽines de la famille ABC nÕest pas exclue. En effet, dÕautres 

protŽines de cette famille pourraient •tre impliquŽes comme par exemple MRP6, BCRP 

(Huang and Sadee 2006). Plusieurs Žtudes ont ŽnoncŽ que les inhibiteurs de COX-2 inhibent 

lÕexpression des protŽines MDR. Une Žtude a rŽvŽlŽ que le naprox•ne et lÕindomŽtacine 

heptyl ester, un mŽtabolite de lÕindomŽtacine, sont capables dÕinhiber lÕexpression de la 

glycoprotŽine-P dans les cellules CACO-2 (lignŽe cellulaire de cancer humain colorectal). De 

plus, cette m•me Žtude a montrŽ que lÕindomŽtacine inhibe lÕactivitŽ de la glycoprotŽine-P 

(Zrieki, Farinotti et al. 2008). De mani•re similaire, des travaux rŽalisŽs sur des cellules HL60 

(leucŽmie humaine ˆ promyŽlocytes) et des cellules de patients (leucŽmies myŽlo•des aigues) 

ont dŽmontrŽ que le mŽloxicam diminue lÕexpression du g•ne MDR1 qui encode la 

glycoprotŽine-P (Puhlmann, Ziemann et al. 2005). 

 

A part une implication possible de protŽines de la famille ABC, des enzymes de 

dŽtoxification pourraient •tre impliquŽes dans notre mod•le et permettre le mŽtabolisme des 

agents chimiothŽrapeutiques. Plusieurs protŽines pourraient donc •tre concernŽes comme la 

famille des cytochromes P450 ou encore dÕautres enzymes de dŽtoxification, comme le 

groupe des glutathion S-transferases (GST), des enzymes de dŽtoxification de phase II qui 

peuvent conduire ˆ un phŽnotype chimiorŽsistant (Townsend et al. 2003).  

 

LÕautophagie est une autre piste qui pourrait expliquer la rŽsistance aux agents 

chimiothŽrapeutiques. Plusieurs Žtudes ont dŽmontrŽ que lÕautophagie peut •tre un 

mŽcanisme de survie cellulaire qui peut •tre associŽe ˆ une chimiorŽsistance. Par ailleurs, il a 

ŽtŽ montrŽ que les cellules autophagiques sont positives au test de la !-galactosidase 

(Gerland, Peyrol et al. 2003). Nous avons de ce fait orientŽ lÕŽtude dans le sens dÕune 

induction dÕautophagie. Nous avons ainsi montrŽ une augmentation de la masse lysosomiale 

et une conversion de LC3. Nos rŽsultats ont donc montrŽ une induction dÕautophagie dans les 

cellules U937 traitŽes par les inhibiteurs de COX-2. Ces rŽsultats pourraient expliquer 

pourquoi les cellules deviennent rŽsistantes ˆ lÕapoptose induite par des agents 

chimiothŽrapeutiques. 
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Notre Žtude a montrŽ que les inhibiteurs de COX-2 conduisent ˆ une protection 

ˆ lÕapoptose induite par plusieurs agents chimiothŽrapeutiques. Nos rŽsultats sugg•rent 

lÕimplication de plusieurs mŽcanismes avec dÕune part, des protŽines de la famille ABC 

et dÕautre part, des enzymes de dŽtoxification et une induction dÕautophagie. 

La concentration plasmatique moyenne de nimŽsulide est estimŽe ˆ 20!M apr•s 

une prise de 100mg avec un pic de concentration ˆ 37,6 !M apr•s une semaine de 

traitement (Bennett et al. 2000). Ces valeurs tiennent compte de la liaison du nimŽsulide 

aux protŽines plasmatiques comme lÕalbumine. Par ailleurs, cette concentration peut 

•tre encore plus forte au niveau du site inflammatoire comme observŽ pour dÕautres 

molŽcules pouvant se lier ˆ lÕalbumine en raison dÕun pH local plus faible (Bunczak-

Reeh et al. 1998). Dans notre Žtude, un effet chimioprotecteur a pu •tre observŽ d•s 

10!M (dans des conditions avec 10% de sŽrum de veau fÏtal), cÕest ˆ dire dans un rang 

de concentration thŽrapeutique. Les patients subissant des chimiothŽrapies peuvent 

dŽvelopper des sites dÕinflammation en raison de lÕactivation de macrophages 

consŽcutive ˆ la mort des cellules tumorales (Mills et al. 2008). Nous pouvons donc 

concevoir que la concentration en inhibiteurs de COX-2 soit supŽrieure dans ces sites 

inflammatoires. Ces donnŽes bibliographiques, en accord avec nos rŽsultats, sugg•rent 

que lÕassociation des inhibiteurs de COX-2 avec les agents chimiothŽrapeutiques doit 

•tre considŽrŽe avec prudence.  

LÕensemble des rŽsultats de cette partie de lÕŽtude a ŽtŽ synthŽtisŽ dans la figure 87. 
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Figure 87 : Mod•le dÕaction des inhibiteurs de COX-2 sur lÕapoptose induite par un stress 

(agents chimiothŽrapeutiques) 

Notre Žtude a rŽvŽlŽ que les inhibiteurs de COX-2 inhibent lÕapoptose induite par diffŽrents 

agents chimiothŽrapeutiques mais pas celle induite par le peroxyde dÕhydrog•ne ou lÕapoptose 

physiologique induite par FasL, TRAIL ou le TNF#. LÕŽtude a permis de montrer que la 

chimioprotection est associŽe ˆ une diminution de la concentration intracellulaire en agents 

chimiothŽrapeutiques. Par ailleurs, une inhibition de lÕactivation de JNK et de la dŽgradation 

de Bcl-2 a ŽtŽ observŽe.  
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5.3 Etude des liens entre les diffŽrents effets induits par les inhibiteurs de COX-2 

 

Dans notre Žtude, nous avons montrŽ que les inhibiteurs de COX-2 inhibent la 

prolifŽration cellulaire en inhibant lÕexpression dÕun oncog•ne, c-Myc. Nous avons Žgalement 

mis en Žvidence un effet chimioprotecteur pour plusieurs agents chimiothŽrapeutiques. 

Plusieurs mŽcanismes pourraient expliquer le lien entre ces deux effets. 

 

Nous avons montrŽ que les cellules U937 traitŽes par les inhibiteurs de COX-2 

rentrent dans un stade de diffŽrenciation plus avancŽ dans la voie granulocytaire. Des Žtudes 

ont montrŽ que la diffŽrenciation cellulaire sÕaccompagne dÕune diminution de la prolifŽration 

cellulaire et dÕune rŽsistance ˆ lÕapoptose induite par des agents chimiothŽrapeutiques 

(Ketley, Allen et al. 2000).  

 

Un autre point important qui pourrait expliquer la chimiorŽsistance et lÕeffet sur le 

cycle cellulaire est lÕautophagie. En effet, il a ŽtŽ dŽmontrŽ que lÕinduction dÕautophagie est 

associŽe ˆ une accumulation en phase G0/G1 du cycle cellulaire et peut engendrer une 

chimiorŽsistance. Par ailleurs, il semblerait que lÕautophagie joue un r™le important pendant la 

diffŽrenciation cellulaire. En effet, durant la diffŽrenciation cellulaire, le mŽtabolisme des 

cellules est considŽrablement diminuŽ. Cependant la diffŽrenciation cellulaire demande une 

synth•se protŽique et des remaniements morphologiques importants. LÕautophagie pourrait 

permettre de fournir lÕŽnergie nŽcessaire au bon dŽroulement de ces ŽvŽnements. Un lien 

entre lÕautophagie et la diffŽrenciation myŽlo•de a dŽjˆ ŽtŽ montrŽ (Wang et al. 2011). Une 

autre Žtude a dŽmontrŽ que lÕautophagie est induite au cours du processus dÕŽrythropo••se  

(Lithanatudom et al. 2011). Dans ce sens, lÕune des protŽines clŽs pourrait •tre mTOR 

(mammalian target of rapamycine). Il sÕagit dÕune kinase qui est connue pour son r™le 

important dans la rŽgulation du cycle cellulaire et notamment dans la transition G1/S, en 

inhibant lÕexpression de p27 et en stimulant lÕexpression de la cycline D1 (Gera et al. 2004). 

Par ailleurs mTOR inhibe aussi lÕautophagie en phosphorylant les protŽines ATG (Autophagy 

genes) responsables de la formation des autophagosomes (Maiuri, Zalckvar et al. 2007). Un 

tel effet pourrait en partie expliquer la rŽsistance aux agents chimiothŽrapeutiques. mTOR est 

une kinase qui est normalement activŽe par la PI3K. La protŽine mTOR est aussi activŽe par 

la voie ERK1/2 (Carriere et al. 2011). Notre Žtude a rŽvŽlŽ que les inhibiteurs de COX-2 

inhibent la phosphorylation de ERK1/2. Cet effet pourrait conduire ˆ une diminution de la 

phosphorylation de mTOR. Notre Žtude ayant montrŽ une induction de diffŽrenciation 
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cellulaire et dÕautophagie, nous pouvons dŽsormais Žmettre lÕhypoth•se dÕun lien entre ces 

deux ŽvŽnements. 

 

Plus gŽnŽralement, lÕaccumulation des cellules en phase G0/G1 conduit ˆ une 

diminution du nombre de cellules pendant la synth•se dÕADN. Cependant, les agents 

chimiothŽrapeutiques que nous avons utilisŽ ciblent cette synth•se pour induire lÕapoptose. 

CÕest notamment le cas de lÕŽtoposide, du mŽthotrexate, de la cytarabine. NŽanmoins, nous 

avons observŽ un effet chimioprotecteur pour des temps de traitement courts avec les 

inhibiteurs de COX-2. Ces rŽsultats ne peuvent donc pas que sÕexpliquer par lÕaccumulation 

en phase G0/G1 du cycle cellulaire.  

 

c-Myc pourrait aussi avoir un r™le central dans notre Žtude. RŽcemment, des Žtudes 

ont suggŽrŽ que c-Myc pouvait indŽpendamment de son action sur le cycle cellulaire, jouer un 

r™le dans lÕapoptose (Prendergast 1999). c-Myc pourrait par exemple contr™ler la libŽration 

du cytochrome c par un mŽcanisme encore inconnu (Prendergast 1999). 

5.4 Effet de la curcumine et de la combinaison curcumine /cŽlŽcoxib sur la 

prolifŽration et lÕapoptose des cellules U937 et K562 

 

LÕutilisation chronique des inhibiteurs de COX-2 sÕaccompagne de nombreux effets 

secondaires avec notamment une augmentation du risque dÕinfarctus du myocarde ou encore 

des ulc•res gastro-intestinaux (van Staa et al. 2008). Par consŽquent, il est important de 

trouver dÕautres stratŽgies pour inhiber COX-2. De nombreuses substances dÕorigine naturelle 

ont montrŽ une activitŽ antitumorale et anti-inflammatoire (par exemple, lÕhumulone, la 

tetrandrine) (Surh 2003). Ces substances ont toutes la capacitŽ dÕinhiber lÕexpression de 

COX-2 plut™t que son activitŽ et pourraient prŽsenter moins dÕeffets secondaires que les 

inhibiteurs classiques. Par consŽquent, ces molŽcules pourraient remplacer les inhibiteurs de 

COX-2 actuellement utilisŽs. Par ailleurs, ces molŽcules pourraient permettre de potentialiser 

les effets des inhibiteurs de COX-2. Des Žtudes ont dŽjˆ montrŽ que la combinaison de 

produits naturels avec des inhibiteurs de COX-2 a des effets bŽnŽfiques en inhibant plus 

efficacement la prolifŽration des cellules tumorales ou en induisant lÕapoptose (Lev-Ari, Strier 

et al. 2005). 

Suivant cet objectif, nous avons dans un premier temps, ŽtudiŽ lÕeffet de la curcumine, 

un polyphŽnol provenant du rhizome de Curcuma longa, sur la prolifŽration et sur lÕapoptose 
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des diffŽrentes lignŽes cellulaires. Pour des concentrations supŽrieures ˆ 5%M, la curcumine 

induit lÕapoptose de toutes les lignŽes cellulaires. LÕeffet pro-apoptotique de la curcumine a 

dŽjˆ ŽtŽ observŽ dans dÕautres travaux. En effet, le traitement des lignŽes OE21, KYSE450 et 

OE33 (carcinome de lÕoesophage) avec 15%M de curcumine apr•s 24h, provoque aussi 

lÕapoptose de ces cellules (Dempe et al. 2008). Par ailleurs, lÕeffet apoptotique de la 

curcumine sur des cellules de carcinomes du c™lon a aussi ŽtŽ montrŽ (Kim et al. 2010). 

LÕeffet apoptotique de la curcumine est connu et nos rŽsultats sont en accord avec les donnŽes 

bibliographiques.  

Nous avons ensuite montrŽ quÕune accumulation des cellules en phase G2/M du cycle 

cellulaire, et notamment une accumulation de cellules en prophase/mŽtaphase, prŽc•de 

lÕinduction dÕapoptose. De nombreuses publications montrent que la curcumine induit 

lÕapoptose en induisant un arr•t des cellules en phase S et G2/M du cycle cellulaire (Giladi et 

al. 2010; Lee et al. 2011 ; Lu et al. 2011 ). Une Žtude menŽe par B. Aggarwal a donnŽ des 

rŽsultats similaires sur dÕautres types cellulaires. En effet, une augmentation du nombre de 

cellules en phase S et G2 apr•s traitement par 10%M de curcumine pendant 24h a ŽtŽ observŽe 

sur les lignŽes RT4V6 (cancer de la vessie), et sur la lignŽe KU-7 (Cellules humaines de 

carcinome de la vessie) (Kamat et al. 2007). Notre Žtude est donc en accord avec les donnŽes 

bibliographiques. 

LÕaccumulation en phase S et G2/M du cycle cellulaire a ŽtŽ associŽe ˆ une induction 

de catastrophes mitotiques (Dempe, Pfeiffer et al. 2008). La catastrophe mitotique correspond 

une incapacitŽ des cellules ˆ terminer normalement la mitose qui peut aboutir ˆ lÕapoptose. Ce 

type dÕaltŽration cellulaire met en jeu des protŽines impliquŽes dans la surveillance de la 

mitose (Vitale et al. 2011). Une induction de catastrophes mitotiques par la curcumine a 

notamment ŽtŽ dŽcrite dans un mod•le leucŽmique (leucŽmie myŽlo•de chronique possŽdant 

le chromosome de Philadelphie) (Wolanin et al. 2006).  

 

Dans la mesure o• le cŽlŽcoxib conduit ˆ une accumulation des cellules U937 en 

phase G0/G1 du cycle cellulaire et que la curcumine conduit ˆ une accumulation en phase S et 

G2/M, nous avons Žmis lÕhypoth•se que le prŽtraitement avec le cŽlŽcoxib, suivi dÕun 

cotraitement avec la curcumine, pourrait permettre une meilleure inhibition de la prolifŽration 

cellulaire ou une meilleure induction de lÕapoptose, en ciblant le cycle cellulaire ˆ des phases 

distinctes. Cependant, notre Žtude a mis en Žvidence une diminution de lÕapoptose induite par 

la curcumine. Cet effet a ŽtŽ associŽ au fait que les cellules qui sÕaccumulent en phase G0/G1 

nÕatteignent pas la phase du cycle cellulaire qui est perturbŽe par la curcumine. Des effets 
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similaires ont ŽtŽ obtenus avec le co-traitement. Toutes nos donnŽes sugg•rent que cette 

stratŽgie combinatoire nÕaugmente pas les effets de la curcumine. Dans la mesure o• des 

Žtudes similaires, rŽalisŽes sur des mod•les de tumeurs solides, ont plut™t dŽmontrŽ des effets 

synergiques ou additifs (Lev-Ari, Strier et al. 2005), nos rŽsultats sugg•rent une rŽponse 

diffŽrentielle dans les mod•les hŽmatologiques.  

 

5.5 Effet du 2,5-DimŽthyl-cŽlŽcoxib sur la prolifŽration et lÕapoptose des cellules U937 

et K562 

 

Notre Žtude a montrŽ que le cŽlŽcoxib inhibe la prolifŽration de nos lignŽes 

cellulaires et induit une diminution de lÕexpression de c-Myc. Nos rŽsultats ont suggŽrŽ que 

ces effets Žtaient indŽpendants de lÕinhibition de COX-2. Les effets secondaires des 

inhibiteurs spŽcifiques de COX-2 sont la consŽquence de lÕinhibition de lÕactivitŽ 

enzymatique de COX-2 (voir section 1.1.5). LÕaugmentation du risque dÕinfarctus et 

dÕaccidents vasculaires cŽrŽbraux associŽs ˆ lÕutilisation chronique dÕinhibiteurs de COX-2 a 

conduit au retrait de certains mŽdicaments du marchŽ (par exemple, le rofŽcoxib). Ces 

inhibiteurs ont pour la plupart dŽmontrŽ un effet antitumoral dans de nombreux types 

cellulaires et cette propriŽtŽ nÕest pas toujours corrŽlŽe ˆ lÕinhibition de lÕactivitŽ de COX-2. 

Par consŽquent, de nombreuses Žtudes ont ŽtŽ rŽalisŽes afin de trouver le moyen de garder les 

effets bŽnŽfiques et de supprimer ou du moins limiter les effets nŽfastes de ces molŽcules. 

Dans ce contexte, le DMC a ŽtŽ dŽveloppŽ. Le DMC prŽsente une structure presque identique 

ˆ celle du cŽlŽcoxib, mais ne poss•de pas la capacitŽ dÕinhiber lÕactivitŽ enzymatique de 

COX-2 (Kardosh, Wang et al. 2005). Cette molŽcule pourrait donc prŽsenter moins dÕeffets 

dŽlŽt•res que le cŽlŽcoxib. Par ailleurs, le DMC a dŽmontrŽ un effet antitumoral plus 

important que le cŽlŽcoxib dans plusieurs types de cancers o• il induit notamment une 

diminution de la prolifŽration cellulaire et une induction dÕapoptose (Backhus et al. 2005 ; 

Kardosh, Wang et al. 2005 ; Schonthal 2006 ; Schonthal, Chen et al. 2008). Cependant peu 

dÕŽtudes ont ŽtŽ rŽalisŽes sur lÕeffet de cette molŽcule sur des mod•les hŽmatologiques. Les 

donnŽes actuellement disponible montrent que le DMC inhibe la prolifŽration de cellules de 

lymphomes de Burkitt via une diminution de lÕexpression de la cycline A et B (Kardosh, 

Wang et al. 2005). Une autre Žtude a montrŽ un effet similaire sur des lignŽes cellulaires de 

myŽlomes multiples o• une diminution de lÕactivation de STAT3, une inhibition de MEK, de 

lÕexpression de la survivine, des cycline A et B ont ŽtŽ observŽes (Kardosh et al. 2005). 
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Notre Žtude a dŽmontrŽ que cette molŽcule a un effet pro-apoptotique et 

antiprolifŽratif plus important que le cŽlŽcoxib. Ces rŽsultats supportent donc lÕidŽe que cet 

analogue de cŽlŽcoxib poss•de des propriŽtŽs antitumorales prometteuses. 
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6 Conclusion 

 

Les inhibiteurs de COX-2 prŽsentent la capacitŽ dÕinhiber la prolifŽration cellulaire 

de diffŽrentes lignŽes cellulaires et conduisent ˆ une accumulation des cellules en phase 

G0/G1 du cycle cellulaire pour la lignŽe U937. Ce blocage est corrŽlŽ ˆ une diminution de 

lÕexpression de c-Myc. Notre Žtude a montrŽ que cet effet est la consŽquence dÕune 

diminution de la transcription de c-Myc ainsi que de sa traduction protŽique. c-Myc est une 

protŽine qui est surexprimŽe dans de nombreux cancers et contribue ˆ lÕagressivitŽ des 

tumeurs (Klapproth and Wirth 2010). Sa dŽrŽgulation est la cause de certaines maladies, 

comme par exemple le lymphome de Burkitt ainsi que de leucŽmies (Prochownik 2004; 

Smith, Anastasi et al. 2010). Par consŽquent, de nombreux efforts sont dŽdiŽs ˆ la recherche 

de moyens permettant de diminuer lÕexpression ou lÕactivitŽ de cet oncog•ne (Prochownik 

2004). Notre Žtude sugg•re lÕutilisation des inhibiteurs de COX-2 pour cibler cette protŽine. 

Par ailleurs, notre Žtude a montrŽ que les inhibiteurs de COX-2 conduisent les lignŽes de 

leucŽmie myŽlo•des aigu‘s (Hel et U937) ˆ un stade de diffŽrenciation plus avancŽ. Notre 

Žtude sugg•re donc lÕutilisation des inhibiteurs de COX-2 dans les thŽrapies visant ˆ 

diffŽrencier les cellules tumorales. 

Dans la deuxi•me partie de notre Žtude, nous avons montrŽ que les inhibiteurs de 

COX-2 conduisent ˆ une chimioprotection de nos diffŽrents mod•les cellulaires. Notre projet 

sugg•re donc que la combinaison des inhibiteurs de COX-2 avec des agents 

chimiothŽrapeutiques nÕest pas une bonne solution dans ces mod•les. Notre Žtude nous a 

permis de montrer que cette inhibition de lÕapoptose intrins•que se produit ˆ un stade tr•s 

prŽcoce, avant m•me lÕinduction des mŽcanismes dÕapoptose. Nos travaux ont notamment 

suggŽrŽ une implication possible de protŽines de rejet des agents chimiothŽrapeutiques ou 

encore des mŽcanismes de dŽtoxification cellulaire. 

Les inhibiteurs de COX-2 sont associŽs ˆ de nombreux effets secondaires et par 

consŽquent, le dŽsŽquilibre entre les effets nŽfastes par rapport aux effets bŽnŽfiques a conduit 

au retrait de certaines de ces molŽcules du marchŽ. Notre Žtude a proposŽ deux stratŽgies pour 

limiter ces effets nŽfastes. La premi•re a consistŽ ˆ combiner les inhibiteurs de COX-2 avec la 

curcumine, afin dÕobtenir une meilleure rŽponse antitumorale. Cependant notre Žtude a 

dŽmontrŽ que les inhibiteurs de COX-2 contrecarrent lÕeffet pro-apoptotique de la curcumine. 
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La deuxi•me stratŽgie a consistŽ ˆ utiliser un analogue du cŽlŽcoxib, le DMC. Nous avons 

ainsi montrŽ que cette molŽcule induit plus fortement lÕapoptose et diminue plus fortement la 

prolifŽration des cellules U937 et K562. Le fait que cette molŽcule soit dŽnuŽe de la capacitŽ 

dÕinhiber lÕactivitŽ de COX-2 sugg•re un avenir prometteur en thŽrapie. 
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7 Perspectives 

7.1 Effet dÕinhibiteurs de COX-2 sur la prolifŽration et le cycle cellulaire de lignŽes 

tumorales hŽmatologiques 

 

Les inhibiteurs de COX-2 inhibent la transcription de lÕoncog•ne c-Myc via une 

inhibition de la voie ERK. La transcription de c-Myc est rŽgulŽe par dÕautres oncog•nes dont 

lÕactivation dŽpend de ERK ou dÕautres voies de signalisation. Les oncog•ne c-Fos et c-Jun 

qui forment le complexe AP-1 sont connus pour •tre activŽs par ERK1/2 ou encore JNK et 

augmentent la transcription de c-Myc (Vartanian et al. 2011). Par ailleurs, dÕautres voies de 

signalisation intracellulaires seront aussi considŽrŽes, comme par exemple la voie Wnt/"-

catŽnine qui rŽgule aussi la transcription de c-Myc (Xia, Pei et al. 2010).  

Les inhibiteurs de COX-2 inhibent la traduction de c-Myc. Cet effet a ŽtŽ corrŽlŽ ˆ une 

augmentation de lÕexpression des miRs Let-7c et Let-7f et a donc suggŽrŽ un mŽcanisme 

spŽcifique de c-Myc. Nous envisageons dÕŽtudier lÕexpression de protŽines rŽgulatrices de la 

traduction de c-Myc comme par exemple, les protŽines TIAR ou TIA-1 qui sont des protŽines 

se fixant sur la rŽgion 3ÕNT de lÕARNm de c-Myc. Cependant, une Žtude a montrŽ que le 

cŽlŽcoxib peut inhiber la globalitŽ de la traduction protŽique (Pyrko et al. 2008). Dans ces 

conditions, la diminution de lÕexpression de c-Myc serait la consŽquence dÕun effet global. 

Nous envisageons de confirmer cet effet en rŽalisant une extraction de polyribosomes. Nous 

avons des donnŽes prŽliminaires ˆ ce propos. La distribution des ARNs dans les polysomes a 

ŽtŽ ŽtudiŽe dans les cellules U937 traitŽes ˆ 100%M de cŽlŽcoxib pendant 24h (Figure 88 A). 

Nos rŽsultats ont ainsi montrŽ quÕil y a une augmentation de la quantitŽ dÕARNs libres et une 

diminution de la quantitŽ dÕARNs dans les fractions correspondant aux monosomes (ARN 

faiblement traduits) et aux polysomes (ARNs fortement traduits). La kinase mTOR pourrait 

aussi •tre impliquŽe. En effet, mTOR joue un r™le important dans la traduction protŽique en 

phosphorylant les protŽines 4-EBP-1 et p70S6K, ce qui va permettre lÕinitiation de la 

synth•se protŽique (Gibbons et al. 2009). Nous avons ŽtudiŽ la phosphorylation de mTOR sur 

la sŽrine 2448 dans les cellules U937 traitŽes pendant 24h avec diffŽrentes concentrations de 

cŽlŽcoxib (Figure 88). Nous avons observŽ une diminution de la phosphorylation de mTOR. 

Cet effet, sÕil est confirmŽ, pourrait expliquer la diminution de synth•se protŽique et 

lÕinduction dÕautophagie.  
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Figure 88 : Effet du cŽlŽcoxib sur la distribution des ARNs dans les polysomes 

Les cellules U937 ont ŽtŽ traitŽes par 100%M de cŽlŽcoxib. Puis nous avons extrait lÕARN de 

ces cellules que nous avons dŽposŽ sur un gradient de sucrose (10-50%). Apr•s 

ultracentrifugation (150000g pendant 4h), les fractions correspondant aux ARNs libres, aux 

monosomes et aux polysomes ont ŽtŽ rŽcupŽrŽes. La nature de ces fractions a ŽtŽ rŽvŽlŽe en 

mesurant la prŽsence des ARNr 18S et 28S. La quantitŽ dÕARN a ŽtŽ mesurŽe dans chaque 

fraction en mesurant la densitŽ optique ˆ 254 nm (A). LÕexpression de la protŽine mTOR 

phosphorylŽe sur la sŽrine 2448 a ŽtŽ ŽtudiŽe par Western Blot dans les cellules U937 traitŽes 

pendant 24h ˆ diffŽrentes concentrations de cŽlŽcoxib (0, 10, 20, 40%M) (B). Le profil de 

phosphorylation de mTOR a ŽtŽ normalisŽ par lÕexpression totale de mTOR. 
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Notre Žtude a permis de mettre en Žvidence une induction de la diffŽrenciation 

cellulaire et de lÕautophagie dans les cellules U937 traitŽes aux inhibiteurs de COX-2. Nous 

envisageons dÕŽtudier si un lien existe entre ces deux phŽnom•nes biologiques. Pour se faire, 

nous envisageons dÕutiliser des inhibiteurs dÕautophagie comme par exemple la bafilomycine 

ou encore des inducteurs comme la rapamycine. 

Plusieurs Žtudes ont montrŽ que lÕinhibition de COX-2 sÕaccompagne dÕune 

accumulation dÕAA dans la cellule (Pawliczak et al. 2002). Des travaux montrent que cette 

accumulation peut conduire ˆ lÕactivation de PPAR&, un rŽcepteur nuclŽaire ayant un effet 

anti-inflammatoire (Dubuquoy, Rousseaux et al. 2006). Les agonistes de PPAR& comme la 

rosiglitazone ou encore la ciglitazone ont dŽjˆ montrŽ des effets antiprolifŽratifs sur diffŽrents 

mod•les cellulaires comme par exemple le cancer du c™lon mais aussi la leucŽmie myŽlo•de 

aigŸe (Ferreira-Silva et al. 2008). Ainsi, nous envisageons dÕŽtudier lÕimplication de lÕAA et 

de PPAR& dans lÕeffet mŽdiŽ par les inibiteurs de COX-2 sur la prolifŽration cellulaire. 

 

7.2 Effet dÕinhibiteurs de COX-2 sur lÕapoptose des lignŽes cellulaires hŽmatologiques 

 

Nous avons observŽ que les cellules U937 deviennent rŽsistantes ˆ lÕapoptose induite 

par lÕŽtoposide, le cisplatine, la camptothŽcine, la doxorubicine, lÕirinotŽcan, le mŽthotrexate 

si les cellules subissent un prŽtraitement de 24h avec du nimŽsulide, du NS-398 ou du 

cŽlŽcoxib. Nous avons Žmis lÕhypoth•se que cet effet pourrait •tre liŽ ˆ une augmentation de 

lÕexpression de protŽines permettant lÕexpulsion des agents chimiothŽrapeutiques en dehors 

de la cellule. Dans notre Žtude, nous nÕavons pas observŽ dÕaugmentation de lÕexpression de 

MRP1 ou de MDR1 au niveau protŽique. Cependant, nous envisageons dÕŽtudier lÕeffet des 

inhibiteurs de COX-2 sur lÕexpression des autres protŽines de la famille ABC. 

Nous avons aussi Žmis lÕhypoth•se que des mŽcanismes de dŽtoxification pourraient 

•tre impliquŽs dans la chimiorŽsistance induite par les inhibiteurs de COX-2. Dans ce sens, 

nous envisageons dÕŽtudier lÕexpression/lÕactivitŽ dÕenzyme de dŽtoxification comme par 

exemple la glutathion S-transferase-P1 (GSTP1), une protŽine qui joue un r™le important dans 

la dŽtoxification en permettant notamment une conjugaison des xŽnobiotiques avec du 

glutathion (Townsend and Tew 2003). Par ailleurs, GSTP1 pourrait moduler la rŽponse 

apoptotique aux agents chimiothŽrapeutiques par une modulation de la voie JNK. Il a ŽtŽ 

montrŽ que GSTP1 peut former un complexe avec JNK1 pour inhiber cette voie et que le 

peroxyde dÕhydrog•ne peut inhiber la formation de ce complexe et restaure lÕactivitŽ de JNK1 
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(Adler, Yin et al. 1999) et donc la sensibilitŽ aux stimuli apoptotiques comme les agents 

chimiothŽrapeutiques. Il sera donc important dÕŽtudier lÕinteraction entre GSTP1 et JNK dans 

les cellules traitŽes par les inhibiteurs de COX-2 puis par lÕŽtoposide. Cet effet pourrait •tre 

observŽ par co-immunoprŽcipitation de GSTP1 avec JNK1. La voie JNK semble jouer un r™le 

important dans lÕapoptose en phosphorylant des protŽines de la famille Bcl-2 comme par 

exemple Bcl-2, ce qui conduit ˆ sa dŽgradation, ou encore Bax et Bak pour conduire ˆ leur 

activation. LÕune de nos perspectives consistera ˆ analyser lÕeffet des inhibiteurs de COX-2 

sur la phosphorylation de ces protŽines. Nous utiliserons aussi des inhibiteurs de JNK (i.e, 

SP600125) pour voir si un effet chimioprotecteur peut •tre obtenu. Des rŽsultats prŽliminaires 

ont montrŽ que le traitement des cellules U937 avec cet inhibiteur conduit ˆ une protection ˆ 

lÕapoptose induite par la curcumine (donnŽes non montrŽes)  

 

PrŽcŽdemment, nous avons observŽ que durant lÕapoptose, il y a phosphorylation de 

H2AX et que celle-ci est inhibŽe si les cellules sont prŽtraitŽes par le nimŽsulide. Cette 

phosphorylation nŽcessite lÕintervention des JNK (Sluss et al. 2006). Afin de vŽrifier si la 

phosphorylation de H2AX dans les cellules U937, passe par cette kinase, nous Žtudierons 

lÕimpact du SP600125, un inhibiteur de JNK sur la phosphorylation de H2AX induite par 

lÕŽtoposide.  

Les mŽcanismes de rŽsistance peuvent faire intervenir diverses voies de 

signalisation. Afin de comprendre le mŽcanisme impliquŽ dans la rŽsistance de nos cellules 

leucŽmiques, nous envisageons dÕŽvaluer lÕeffet des deux inhibiteurs spŽcifiques sur plusieurs 

voies de survie. La voie PI3K/Akt conduit ˆ la phosphorylation de la protŽine pro-apoptotique 

Bad conduisant ˆ sa sŽquestration dans le cytoplasme par la protŽine 14-3-3 (Fang et al. 

1999). Nous envisageons dÕŽtudier lÕeffet des inhibiteurs de COX-2 sur la phosphorylation de 

cette protŽine. 

 

7.3 Effet de la curcumine et de la combinaison curcumine /cŽlŽcoxib sur la 

prolifŽration et lÕapoptose des cellules U937 et K562 

 

Concernant la partie sur la combinaison curcumine / cŽlŽcoxib, nous envisageons dÕidentifier 

le mŽcanisme impliquŽ dans lÕeffet rŽgulŽ par la curcumine. LÕaccumulation en phase S et 

G2/M du cycle cellulaire a ŽtŽ associŽe ˆ une induction de catastrophes mitotiques (Dempe, 

Pfeiffer et al. 2008). Dans un mod•le leucŽmique (leucŽmie myŽlo•de chronique), il a ŽtŽ 
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dŽmontrŽ que la curcumine inhibe lÕexpression de protŽines du complexe chromosomal 

passager, un complexe protŽique important pour lÕattachement des microtubules au niveau des 

kinŽtochores des chromosomes (Wolanin, Magalska et al. 2006). Cet effet conduit ˆ un 

blocage des cellules en prophase / mŽtaphase de la mitose. LÕeffet observŽ au niveau de la 

phase G2/M du cycle cellulaire  et plus prŽcisŽment au niveau de la mitose sugg•re un effet 

sur la catastrophe mitotique. Notre Žtude de la curcumine pourrait donc sÕŽtendre dans cette 

voie. 
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Introduction

The cell cycle is a highly regulated process involving various 
steps orchestrated by many modulator proteins that are triggered 
according to a precise chronology. Any perturbation of the cell 
cycle, if unresolved, may be followed by the activation of spe-
ciÞc cell defense responses, such as apoptosis.1 Alternatively, cells 
may react by activating a senescence program.2 Both events have 
a protective effect for the entire body and represent a mechanism 
to limit the proliferation of potentially damaged cells.3-6 These 
events may therefore serve as a barrier against the development of 
pathological conditions such as cancer.2

Carcinogenesis is characterized at its earliest steps by the loss 
of important cell cycle checkpoints, as a consequence of muta-
tions in genes involved in cell cycle modulation, such as p53 
and c-Myc.7 These aberrations lead to uncontrolled and exacer-
bated cell proliferation, accompanied by the establishment of an 
undifferentiated state7-9 and by the impairment of the ability of 
mutated cells to activate cell death.10 These events then promote 
the progression toward the Þnal malignant steps of cancer.

In a number of cases, dysfunction of the cell cycle in can-
cer cells is due alterations in G1/S transition7,11 and consequently, 

It is well described that cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitors counteract cancer cell proliferation by preventing the G1/S 
transition. This e! ect has been associated with the inhibition of COX-2 enzymatic activity but also as an o! -target e! ect 
essentially in adherent cancer cell models. In this study, we investigated the e! ect of three COX-2 inhibitors (nimesulide, 
NS-398 and celecoxib) on cell proliferation of leukemic and lymphoblastic cells expressing COX-2 at high (U937, Jurkat, 
Hel and Raji) and very low (K562) protein levels. We found that the inhibitors reduce cell proliferation in all COX-2-
expressing cells leading to an accumulation in the G0/G1 phase of the cell cycle. We provide evidence that this modulation 
corresponds to an accumulation of cells in G0 paralleled by the expression of cell di! erentiation markers in U937 (CD15) 
and Hel (CD41a and CD61) cells but not in the insensitive K562. These events are associated with a rapid downregulation 
(within one hour) of c-Myc expression, accompanied by the upregulation of p27 and the downregulation of PCNA and 
cyclin D1. Our study suggests c-Myc as a crucial early target of COX-2 inhibitors.
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Cyril Sobolewski,1 Claudia Cerella,1 Mario Dicato2 and Marc Diederich1,*

1Laboratoire de Biologie MolŽculaire et Cellulaire du Cancer; H™pital Kirchberg; 2Centre Hospitalier; Luxembourg City, Luxembourg

Key words: COX-2 inhibitors, c-Myc, cell proliferation, cell differentiation, myeloid markers

Abbreviations: AML, acute myeloid leukemia; C/EBP! , CCAAT/enhancer binding protein !; COX, cyclooxygenase; Coxib, 
celecoxib; Cdk, cyclin dependent kinase; CHX, cycloheximide; CML, chronic myelogenous leukemia; ERK, extracellular signal-
regulated kinase; Nime, nimesulide; PCNA, proliferating cell nuclear antigen; PGE2, prostaglandin E2; p38MAPK, p38 mitogen-

activated protein kinase; pRb, retinoblastoma protein; 3'UTR, 3'-untranslated region

targeting pathological pathways implicated in G1 and S phase 
progression may represent an important strategy for anti-cancer 
therapies.

c-Myc is one of the most commonly upregulated oncogenes in 
cancer.12 This transcription factor plays an important role in cell 
cycle, as well as in apoptosis, cell differentiation, cell adhesion, 
metabolism and senescence.9,13,14 It promotes the progression of 
cells from G0/G1 into S phase by regulating the transcription of 
different genes implicated in the G1/S phase transition. It directly 
promotes cyclin D1 expression.15 Cyclin D1 activates kinases, 
such as Cdk2 and Cdk4, that control the phosphorylation of 
the retinoblastoma protein (pRb).16 Once phosphorylated, Rb 
triggers a cascade of events that starts with its release from the 
E2F transcription factor and culminates in the indirect transcrip-
tional activation of additional cell cycle mediators that operate 
at the G1/S transition, such as cyclin E and the proliferating cell 
nuclear antigen (PCNA).17

c-Myc also binds to the promoter and represses the expression 
of the cell cycle inhibitor p27, a cyclin-dependent kinase inhibitor 
belonging to the Cip/Kip family, which blocks the entry of cells 
into S phase via inhibition of the cyclin-dependent kinases Cdk2, 
Cdk4 and Cdk6 and promotes the arrest of the cells in G0 phase.7,18
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lines were treated for up to 48 h with nimesulide (10, 40, 100 
! M), NS-398 (10, 40, 100 ! M) or celecoxib (10, 20, 30, 40 ! M). 
The effect of the inhibitors on cell growth was then assessed. All 
three COX-2 inhibitors were able to inhibit cell growth in a dose-
dependent manner in the panel of cell lines investigated with the 
exception of K562, which were mildly affected only at the highest 
concentrations (Fig. 1A and Fig. S1).

We conÞrmed that the impact of COX-2 inhibitors was on 
cell growth/proliferation rather than on cell viability. Up to one 
week of treatment with the different COX-2 inhibitors showed 
no accumulation of cells with apoptotic or necrotic nuclear fea-
tures (Fig. S2A and B; U937 cells were chosen here as a represen-
tative cell line).26 These results were conÞrmed by WB analysis 
of caspase-3 cleavage (Fig. S2C). Next, we monitored cell prolif-
eration with the carboxyßuorescein succimidyl ester (CFSE) cell 
tracker (see Materials and Methods). Figure 1B shows a typi-
cal shift of CFSE ßuorescence intensity, as determined by FACS 
analysis in untreated U937 and K562 cells after up to 48 h of 
cell culturing. The treatment with nimesulide and celecoxib pre-
vented the reduction in CFSE ßuorescence in a dose-dependent 
manner in U937 treated cells; conversely, K562 cells generally 
maintained the same pattern of CFSE ßuorescence as observed 
for the untreated cells (Fig. 1B). Together, these data conÞrm 
that COX-2 inhibitors affect cell proliferation in hematopoietic 
cell lines.

COX-2 inhibitors counteract cell cycle progression by affecting the 
G1/S transition. We next determined whether COX-2 inhibitors 
affected cell cycle progression. For further mechanistic studies, 
we selected U937 and K562 cells, which are the most sensitive 
and the least sensitive cell lines to COX-2 inhibitors, respectively. 
Cell cycle analysis was performed by ßow cytometry with prop-
idium iodide (PI) staining. The analysis showed that all three 
COX-2 inhibitors led to an accumulation of U937 cells in G0/
G1 phase (Fig. 2A and B and Fig. S3A, C and D). In K562 cells, 
COX-2 inhibitors did not induce any signiÞcant accumulation 
in any particular phase of the cell cycle (Fig. 2B and Fig. S3B). 
We veriÞed that the modulation of the COX-2 inhibitors on cell 
cycle progression was common to the other selected sensitive cell 
lines (Fig. S3CÐE).

The cell cycle is regulated by many factors and each phase 
is controlled by speciÞc proteins whose levels of expression fol-
low a speciÞc timing.7 We therefore analyzed the mRNA and 
protein levels of a panel of factors that speciÞcally act during the 
G1/S transition. In Figure 2C and D, we show that a group of 
these factors are differentially regulated in U937 vs. K562 cells, 
as assessed after 48 h of treatment with different concentrations 
of nimesulide. In treated U937 cells (Fig. 2C), the cyclin-depen-
dent kinase inhibitor p27 was upregulated at both the mRNA 
and protein levels; this change was accompanied by a downregu-
lation of cyclin D1 and PCNA. No modulation of these factors 
was detected in the K562 cell line (Fig. 2D). The same analysis 
performed earlier, after only 24 h of treatment with nimesulide, 
revealed that the same cell cycle modulators already started to 
be affected (Fig. S4A and B). Moreover, NS-398 and celecoxib 
induced similar patterns of modulation at the level of mRNA 
(Fig. S4C and D). Altogether data suggest a modulation of p27, 

Targeting c-Myc overexpression in cancer, therefore, plays a 
cytostatic role in cancer cells, precisely working at the G1/S tran-
sition. Moreover, c-Myc plays an important role in differentiation 
of many cell types, including hematopoietic cells, where c-Myc 
downregulation is a pre-requisite to induce pro-differentiated 
states in cancer cells.9

Cyclooxygenases (COX) are a family of enzymes that catalyze 
the biosynthesis of prostaglandin from arachidonic acid. The two 
main isoforms, COX-1 and COX-2, have been intensively studied. 
COX-1, which is ubiquitously expressed, is implicated in tissue 
homeostasis19 and seems to play a role in Alzheimer disease by 
favoring neuroinßammation.20 The inducible form of COX, cyclo-
oxygenase-2 (COX-2), is a major enzyme involved in inßamma-
tion and carcinogenesis.19,21 Constitutive upregulation of COX-2 
has been found in early pre-neoplastic stages of colon, prostate 
or breast tumors.22 COX-2 overexpression has been linked to the 
promotion of cell proliferation in pre-malignant as well as malig-
nant stages of cancer, increased angiogenesis, chemotherapeutic 
failure and pro-metastatic functions.23 The importance of COX-2 
in tumor promotion primarily comes from studies using inhibitors 
of COX-2 enzymatic activity, which represent the only therapeutic 
strategies to target COX-2 function. The prostaglandins produced 
by COX-2 enzyme activity have been frequently considered to be 
responsible for the stimulation of cell proliferation and the inhibi-
tion of apoptosis in different kinds of cancers.21 Prostaglandins 
control the expression of several cell cycle genes through different 
signaling pathways regulated by prostanoid receptors.24

Targeting COX-2 has been reported to inhibit the prolifera-
tion of tumor cells. This cytostatic effect has been described for 
several solid tumors, where an arrest of the cells in G0/G1 has 
been frequently reported in reference 23. However, there is no 
consensus about the mechanisms responsible for these effects. 
More recently, COX-2 overexpression has also been described for 
hematological malignancies, where a role in carcinogenesis has 
not yet been elucidated.25

In this study, we investigated the effects of the COX-2 inhibi-
tors nimesulide, NS-398 and celecoxib on cell proliferation in 
a panel of hematopoietic cancer cell lines. We show that all the 
three COX-2 inhibitors affected cell growth in different leukemic 
and lymphoblastic cell lines, including the acute myeloid leuke-
mia cell lines (Hel and U937), BurkittÕs lymphoma cell line (Raji) 
and acute lymphoid leukemic T cells (Jurkat) with the exception 
of the chronic myeloid cell line K562 which were insensitive. The 
mechanism of this regulation involved modulation of different 
cell cycle regulators with a speciÞc timing, starting with a very 
early c-Myc downregulation and involving upregulation of p27 
and downregulation of cyclin D1 and PCNA. Effects of COX-2 
inhibitors culminated in the inhibition of G1/S transition and 
accumulation of cells in G0 phase of the cell cycle, which is asso-
ciated with the expression of differentiation markers in the cell 
lines sensitive to COX-2 inhibitors.

Results

COX-2 inhibitors slow down cell proliferation of leukemic and 
lymphoblastic cell lines. Hel, Jurkat, K562, Raji and U937 cell 
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Figure 1. COX-2 inhibitors inhibit cell proliferation in the di! erent cell lines. (A) E! ect of nimesulide and celecoxib. Cells were seeded at time 0 at 2 x 
105 cells/ml and then treated with the indicated concentration of nimesulide or celecoxib for up to 48 h. Cell proliferation was studied using the trypan 
blue exclusion assay. The experiment is representative of "ve independent experiments ± SD. (B) CFSE staining analysis to measure cell proliferation 
in U937 and K562 cells treated with nimesulide (10, 40, 100 !M) or celecoxib (10, 20, 30, 40 !M). Cells were stained with CFSE (0.1 !M), seeded at 2 x 105 
cells/ml and then treated with the COX-2 inhibitors. CFSE #uorescence was measured after 0, 24 and 48 h by #ow cytometry. Quanti" cation of CFSE 
analysis after 48 h of treatment is represented (bottom parts). The #uorescence values were calculated as the ratio between the #uorescence esti-
mated at 48 h and 0 h for each sample. The values obtained were further normalized with respect the value of the control (relative mean #uorescence 
intensity, MFI). As the #uorescence intensity is inversely proportional to the rate of proliferation of the cells, the quanti" cation was represented as the 
inverse of relative MFI (1/relative MFI). The data are representative of four independent experiments (mean ± SD).
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on a modulation of protein or mRNA stability and strongly sug-
gests that this might be due to a regulation of transcriptional 
events controlling c-Myc expression where ERK-mediated path-
ways may be implicated.

Cyclooxygenase expression in leukemic and lymphoblastic 
cell lines. The modulation of cell proliferation and c-Myc expres-
sion by COX-2 inhibitors may be due to their speciÞc ability to 
inhibit COX-2 enzymes or, alternatively, correspond to an off-
target effect. To address the question, Þrst we analyzed the level of 
expression of the two major COXs enzymes, COX-1 and COX-2 
in our panel of hematopoietic cell lines at both the mRNA (by 
real-time PCR) and protein (by western blot analysis) levels (Fig. 
6). COX-1 was expressed in all the cell types (Fig. 6A). For COX-2 
(Fig. 6B), a similar trend of mRNA expression was observed. 
However, K562 cells express COX-2 protein at very low levels. 
These data show a correlation between COX-2 expression and the 
sensitivity of the cell lines to COX-2 inhibitors. The same analysis 
aimed at analyzing the level of expression of p53 or p73 (Fig. S7A 
and B), which are also implicated in cell cycle regulation,31-33 did 
not show any correlation with the sensitivity to COX-2 inhibitors  
effect.

The biological properties of COX-2 enzymes are mainly due to 
prostaglandin E2 (PGE2),21 which is well known to be involved 
in cell proliferation34,35 and to transactivate ERK.36 Therefore, 
we analyzed whether the effect of COX-2 inhibitors on c-Myc 
expression might be reversed by the exogenous administration 
of PGE2. To this purpose, U937 cells were pretreated with dif-
ferent concentrations of PGE2 before incubation with nimesu-
lide. However, in presence of PGE2, nimesulide maintained its 
ability to induce c-Myc protein downregulation (Fig. 6C). These 
data suggest that, despite the good correlation between COX-2 
expression and the sensitivity of the cell lines to COX-2 inhibi-
tors, COX-2 inhibitors might affect c-Myc expression indepen-
dently of PGE2 synthesis.

COX-2 inhibitors induce myeloid markers in sensitive acute 
myeloid leukemia cell lines. c-Myc expression is associated with 
the maintenance of cancer cells in an undifferentiated state. 
Consequently, its downregulation may promote accumulation 
of the cells in G0 phase of cell cycle and cell differentiation.9,37 
The pattern of cellular alterations so far described as induced 
by COX-2 inhibitors may Þt with the establishment of a more 
advanced pro-differentiated state. Therefore, we investigated any 
potential of COX-2 inhibitors to promote cell differentiation. We 
have shown that U937 and Hel are among the most sensitive cell 
lines to COX-2 inhibitors effects whereas K562 are practically 
unaffected. These cell lines are also eligible cell models to study 
an eventual induction of cell differentiation by COX-2 inhibitors. 
Because the promyeloid U937 cells have the potency to differen-
tiate toward monocytes or granulocytes, we assessed a possible 
induction of myeloid differentiation in this cell line treated with 
nimesulide or celecoxib by analyzing the expression of the mark-
ers CD11b, CD14 which are more expressed in monocytes38,39 
and CD15 which is preferentially expressed in granulocytes40,41 
(Fig. 7A and B). From 10 ! M of nimesulide and celecoxib, we 
witnessed a dose-dependent induction of CD15 already after 48 
h of treatment whereas no increase of CD11b or CD14 might be 

cyclin D1 and PCNA in U937 cells as part of the modulatory 
mechanism triggered by COX-2 inhibitors on cell cycle.

COX-2 inhibitors lead to an early downregulation of c-Myc pro-
tein. It is known that the oncogene c-Myc binds to the promot-
ers of the p27 and cyclin D1 genes to transcriptionally regulate 
them in opposing ways. c-Myc represses p27 transcription27 but 
promotes cyclin D1 expression.15 We showed that COX-2 inhibi-
tors upregulated p27 and downregulated cyclin D1; the modula-
tion of this expression was also detectable at the mRNA level and 
was already apparent after 24 h of treatment (Fig. 2C and Fig. 
S4C and D). This similarity prompted us to investigate whether 
COX-2 inhibitors might affect c-Myc expression in our cell lines.

When U937 cells were incubated for 24 h with different con-
centrations of nimesulide, a dose-dependent reduction in the pro-
tein level of c-Myc was detectable (Fig. 3A). Celecoxib gave similar 
results (Fig. S5A). This effect was not limited to U937 cells, since 
c-Myc protein also appeared downregulated in the other cell lines 
sensitive to COX-2 inhibitors (Fig. 3B). Conversely, no signiÞ-
cant changes were seen in K562 cells (Fig. 3C and Fig. S5B). 
A more stringent time-course analysis of c-Myc protein levels 
revealed that COX-2 inhibitors strongly impacted c-Myc expres-
sion already within the Þrst hour of incubation (Fig. 4A).

The effect on c-Myc protein might be the result of increased 
protein instability and/or the modulation of earlier events in 
c-Myc gene expression, i.e., acting at the transcriptional or trans-
lational level. To differentiate between these two scenarios, we 
Þrst analyzed the ability of COX-2 inhibitors to modulate c-Myc 
protein stability by using the protein synthesis inhibitor cyclo-
heximide (CHX).

The reduction of c-Myc protein with CHX occurred within 
the timing of c-Myc downregulation that occurred upon treat-
ment with nimesulide (Fig. 4B). When used in combination 
with CHX, nimesulide did not accelerate the disappearance of 
c-Myc protein (Fig. 4C). This excluded a direct modulatory role 
of COX-2 inhibitors on c-Myc protein stability and prompted us 
to determine the impact of COX-2 inhibitors on the upstream 
level of c-Myc expression.

We next investigated the potential of COX-2 inhibitors to 
affect c-Myc mRNA. As shown in Figure 5, we observed a signif-
icant reduction of c-Myc mRNA within 1 h of incubation with 
nimesulide (Fig. 5A). Since c-Myc mRNA possesses a 3'UTR 
region that can be targeted by speciÞc factors that may affect 
its stability,28 we determined whether COX-2 inhibitors may 
be implicated in this kind of modulation. Figure 5B shows no 
change in mRNA stability upon treatment with nimesulide or 
celecoxib, even at the highest drug doses. These results strongly 
suggest an affection of c-Myc transcription. c-Myc promoter acti-
vation may be controlled by several kinase-mediated pathways 
such as extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2),29 
and p38MAPK.30 We found that nimesulide very rapidly inhibited 
ERK1/2 phosphorylation with a similar extent to those observed 
using ERK inhibitor PD98059 (25 ! M; 1 h of treatment; Fig. 
5C) whereas p38 phosphorylation remained unaffected by the 
treatment (Fig. S6).

Altogether, these results indicate that the very early downreg-
ulation of c-Myc induced by COX-2 inhibitors is not dependent 
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Figure 2. COX-2 inhibitors di! erentially a! ect G1/S transition modulators in U937 and K562. Cell cycle analysis of U937 (A) or K562 (B) cells treated with 
nimesulide (100 !M) or celecoxib (40 !M) for 48 h. Cells were stained with propidium iodide (1 !g/ml) and cell cycle distribution was analyzed by "ow 
cytometry. The data are representative of three independent experiments (mean ± SD). The level of cell cycle regulators (p27, cyclin D1 and PCNA) 
determined by real-time PCR analysis (left; mean of three independent experiments ± SD) and western blot (right; one of three independent experi-
ments) in U937 (C) and K562 (D) cells treated for 48 h with nimesulide at the indicated concentrations. The data are representative of three indepen-
dent experiments showing similar results.
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nimesulide or celecoxib (Fig. S8). In our positive control (K562 
treated during 4 d with 100 nM of doxorubicin), we conÞrmed 
the expected pattern of alterations. In contrast, in U937 cells, 
COX-2 inhibitors did not lead to any relevant modiÞcations.

We next veriÞed any ability of COX-2 inhibitors to pro-
mote differentiation in Hel and K562 cells, which share the 
common property to differentiate in megakaryocytes or eryth-
rocytes.46 First, the expression of megakaryocytic markers, 
CD41a and CD61,47 were investigated. In Hel, we witnessed a 
signiÞcant increase of both markers as early as 3 d of treatment 
(Fig. 8A and B). The same analysis performed at longer times (6 
d of treatment) conÞrmed the same pattern of alterations, thus 
suggesting a megakaryocytic commitment (Fig. 8A and B). In 
K562 cells up to 6 d of treatment, no expression of CD41a and 
CD61 has been detected (Fig. 8A). Second, we verify the poten-
tial of K562 and Hel to differentiate in erythrocytes upon COX-2 
inhibitors treatment by performing a benzidine assay (Fig. 8C 
and D). No positivity for Hel cells was detected up to 6 d of treat-
ment. In K562 cells, the experiment revealed a slight increase of 

detected even after longer times, i.e., 72 h, of treatment. Only 
celecoxib at the highest dose mildly inhibits CD11b expression. 
The expression of CD15 suggests the promotion by COX-2 
inhibitors of a granulopoietic-like cell differentiation.

Cells committed to differentiation typically accumulated 
in G0 phase of the cell cycle, the only phase during which the 
cells do not express the nuclear protein Ki-67.42 Figure 7C and 
D reports the in situ analysis of Ki-67 protein expression by 
ßuorescence microscopy and quantiÞcation by ßow cytometer 
of untreated U937 cells compared with the ones treated with 
various concentrations of nimesulide and celecoxib. A signiÞcant 
dose-dependent increase in the percentage of Ki-67-negative cells 
might be appreciated, thus proving that a consistent fraction of 
U937 cells accumulate in G0 phase of the cell cycle upon treat-
ment. The pattern of alterations observed may be compatible 
with senescence or quiescence. The induction of senescence is 
accompanied by a strong increase of the size of the cells and a 
strong positivity to ! -galactosidase staining.43-45 Therefore, we 
performed a ! -galactosidase assay on U937 cells treated with 

Figure 3. Nimesulide downregulates c-Myc in COX-2-positive cell lines. E! ect of nimesulide (24 h of treatment) on c-Myc protein in: (A) U937 cells 
(0Ð100 "M); (B) the other COX-2 expressing cells, including Jurkat, Raji, Hel (100 "M); and (C) the COX-2-nonexpressing K562 cells (10, 40 or 100 "M). 
The data are representative of three independent experiments showing similar results.
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benzidine-positive cells after 3 d of treatment only with nime-
sulide, which was not maintained at longer times of treatment 
(6 d), thus suggesting a mild and transient drug-speciÞc effect 
(Fig. 8D). These data Þt with the absence of c-Myc modulation 
in K562 cells upon COX-2 inhibitors treatment (Fig. 3C).

Altogether, these results suggest that COX-2 inhibitors lead 
to a pro-myeloid state of both acute myeloid cell lines, with a 
tendency to the granulocytic way for U937 cells and the mega-
karyocytic one for Hel.

Discussion

COX-2 inhibitors impair c-Myc expression. In the literature, an 
accumulation of cancer cells in G0/G1 has been reported to be a 
consequence of treatment with COX-2 inhibitors. In this context, 
meloxicam has been found to downregulate PCNA and cyclin A 
in a hepatocellular carcinoma cell line.48 Similarly, in the MC-26 
cell line, a highly invasive mouse colorectal cancer constitutively 
expressing COX-2,49 NS-398 has been demonstrated to exert 
similar effects, including a reduction of cyclin D1 and PCNA, 
thus perturbing the G1/S transition. Studies of hematopoietic 
cancers have shown an upregulation of p21 due to NS-398 and 
an accumulation of the cells in the G0/G1 phase of cell cycle.50 
However, no clear upstream events or regulators responsible for 
these patterns of cell cycle alterations have so far been identiÞed.

The downregulation of cyclin D1 and the upregulation of 
p27 at the mRNA level led us to investigate a possible impact of 
COX-2 inhibitors on upstream transcription factors regulating 
the expression of these genes. One of these factors is the oncogene 
c-Myc, which is known to be a positive regulator of cyclin D1 
transcription15 and a repressor of p27.27 Our study demonstrates 
that COX-2 inhibitors are able to downregulate c-Myc and to 
trigger this alteration very efÞciently, even within one hour. Our 
Þndings exclude protein stability from being the step of c-Myc 
expression that is impaired by COX-2 inhibitors (Fig. 5). Our 
study therefore suggests that the early downregulation of c-Myc 
occurs via other mechanisms that operate upstream of protein 
synthesis. The quantiÞcation of c-Myc mRNA showed a signiÞ-
cant reduction within one hour of treatment. c-Myc mRNA is 
known to possess a 3'-untranslated region (UTR) targeted by 
speciÞc factors that may modulate its stability.28 However, the 
stability of the mRNA remained statistically unchanged at each 
measured time-point, as assessed by our time-course analysis with 
the transcription inhibitor actinomycin D. This indicates that 
the transcriptional repression of c-Myc appears to occur quite 
rapidly after COX-2 administration. This does not exclude that 
an inhibition of translation may stably take place that accompa-
nies transcriptional repression.

We conÞrmed in our cell systems that the inhibition of ERK 
phosphorylation with the speciÞc inhibitor PD98059 downreg-
ulates c-Myc expression. Here, we highlight that nimesulide is 
able to inhibit ERK1/2 phosphorylation to a similar extent. This 
modulation precedes c-Myc protein downregulation (Fig. 5C). 
This strongly suggests that the COX-2 inhibitors may mediate an 
attenuation of ERK-mediated pathways, which, in turn, may be 
responsible for the inhibition of c-Myc transcription. Our Þnding 

also supports this hypothesis that c-Myc mRNA pool is early 
reduced without affecting mRNA stability. However, we cannot 
exclude that other transcriptional and translational mechanisms 
as well may be implicated. Published data described that cele-
coxib can inhibit p38MAPK in hepatocarcinoma.51 However, in our 
study, no modulation of p38 phosphorylation has been observed, 
thus suggesting a cell type-dependent mechanism. Further stud-
ies are needed to identify all the mechanisms responsible for the 
patterns of c-Myc mRNA/protein alterations. We suggest some 
other potential molecular candidates to be investigated in the 
future. For example, Wnt/! -catenin is one of the intracellular 
signaling pathways that may control transcription factor bind-
ing to the c-Myc promoter. Interestingly, the Wnt/! -catenin 
pathway has been reported to be a target of COX-2 inhibitors.52 
mTOR is another kinase to be considered. Indeed, the mTOR 
pathway is also implicated in G1/S transition by inhibiting p27 
expression and by stimulating cyclin D1 expression.53 Moreover, 
a link between c-Myc and mTOR has been already described in 
different cell models.53-55

In our study, a correlation between the constitutive expres-
sion of COX-2 and the effects of COX-2 inhibitors has emerged. 
The modulatory effect on cell cycle and differentiation triggered 
by COX-2 inhibitors was not observed in K562 cells, which we 
found very mildly expressing COX-2 protein. Moreover, the anal-
ysis of p53 and p73, which play also a role in cell cycle,32,33,56 did 
not reveal any correlation with the sensitivity of hematopoietic 
cancer cell models to COX-2 inhibitors. These Þndings may sug-
gest a COX-2-dependent effect. Celecoxib showed the strongest 
effect on cell proliferation, and this was correlated with the lower 
IC50 reported for this compound toward COX-2 (0.04 ! M vs. 
1.27 ! M for nimesulide and 1.77 ! M for NS-398).57 In addition, 
similar results have been obtained with hematological malignant 
cell lines such as Raji, BjAB (Epstein-Barr virus negative cell line) 
and BL41 (BurkittÕs lymphoma).58 In these cell lines, celecoxib 
was also able to inhibit cell proliferation.59 An ability of nabum-
etone and NS-398 to inhibit proliferation of the U937 and ML-1 
cell lines and induce an accumulation of cells in the G0/G1 phase 
of cell cycle has been also described in reference 50. In the same 
study, the use of anti-sense RNA against COX-2 showed that this 
was at least in part a COX-2-dependent effect.50

In our study, the pre-treatment of U937 cells with PGE2, the 
upstream product of COX-2 enzyme activity, was unable to revert 
nimesulide-induced c-Myc downregulation (Fig. 6C). These 
results suggest that COX-2 inhibitors might act independently 
of PGE2 but the involvement of other prostaglandins should be 
considered. Indeed, other prostaglandins can promote a prolif-
erative state of the cells.23,60 Besides, the exacerbation of peroxi-
some proliferator-activated receptor (PPAR)gamma-dependent 
pathways occurring downstream to arachidonic acid produc-
tion affects cell proliferation and may promote cell differentia-
tion.61,62 Therefore, the involvement of pathways downstream to 
the COX-2 substrate arachidonic acid may be also conceivably 
implicated.

COX-2 inhibitors induce myeloid differentiation markers 
expression. Our study reveals an induction of speciÞc differ-
entiation markers in U937 cells (granulocytic CD15) and Hel 
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(megakaryocytic CD41a and CD61), both 
sensitive to the anti-proliferative effects of the 
COX-2 inhibitors. Remarkably, K562 cells, 
which are not affected in their proliferation by 
COX-2 inhibitors, do not express differentia-
tion markers. U937 cells may also differentiate 
in monocytes, frequently associated with the 
upregulation of CD11b and CD14,39 that we did 
not observed. In our study COX-2 inhibitors 
inhibit ERK1/2 phosphorylation and in litera-
ture, a causal link between ERK phosphoryla-
tion and the granulocytic differentiation of 
U937 cells has been described in reference 63. 
In this study, the importance of the transcrip-
tion factor CCAAT/enhancer binding protein 
! (C/EBP! ) has been underlined.63 The phos-
phorylation of this protein on serine 21 by ERK 
is responsible for the inhibition of granulopoi-
esis. Moreover, it has been suggested that c-Myc 
represses C/EBP! transcription,9 thus showing 
the importance of c-Myc in granulopoiesis. 
Moreover, c-Myc transcription is negatively reg-
ulated by C/EBP! .64 We suggest this factor as a 
possible key element in our system to investigate 
in the future. c-Myc seems to play also a direct 
role in cell differentiation. Indeed, recently, a 
link between c-Myc and megakaryocytic com-
mitment has been demonstrated in some studies 
showing an increase of megakaryocytic differen-
tiation in mice c-Myc-/-.65

Even if COX-2 inhibitors trigger the expres-
sion of differentiation markers, however, the 
sensitive cells never reach a state of terminal dif-
ferentiation. The May-GrŸnwald/Giemsa stain-
ing performed in U937 cells cultivated up to one 
week with COX-2 inhibitors do not reveal any 
acquisition of the nuclear features expected in 
case of a more advanced granulopoietic differen-
tiation (not shown). Besides, cell viability con-
tinues to be not affected (Fig. S1). Thus, COX-2 
inhibitors seem to push the cells toward a more 
advanced differentiated state without allowing 
them to reach the terminal differentiation. In 
this instance, the cells may conceivably just cycle 
much slower. The analysis of the expression of 
the nuclear antigen Ki-67 suggests an interpreta-
tion. After mitosis, the cells may be entrapped 
for some periods in G0 phase followed by their 
re-entering in G1 and cell cycle progression. 
Interestingly, p27, which is a factor promoting 
the quiescence of mammalian cells66 is upregu-
lated by COX-2 inhibitors. Our Þndings seem to 
exclude an effect of COX-2 inhibitors on cellular 
senescence; typical alterations of senescence like 
hypertrophy and exacerbated " -galactosidase 
staining cannot be observed in U937 cells upon 

Figure 4. E! ect of COX-2 inhibitors on c-Myc protein stability. Time course of c-Myc protein 
downregulation following incubation with nimesulide (100 #M) in U937 cells (A). The time-
course analysis with the protein synthesis inhibitor cycloheximide (CHX), as determined in 
U937 cells: untreated (B), pre-treated for 1 h with (C) nimesulide (100 #M). The data are rep-
resentative of three independent experiments showing similar results. (D) Quanti" cation 
of the c-Myc downregulation time courses: (D) represents (B and C); (mean of three experi-
ments ± SD). The corresponding half-life values ± SD are reported in the bottom part.
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Figure 5. E! ects of COX-2 inhibitors on c-Myc mRNA. Quanti" cation of c-Myc mRNA in U937 cells treated for 1 h with nimesulide (100 !M) or celecoxib 
(40 ! M) (A) by Real-time PCR analysis. The expression of mRNA is represented as the ratio of c-Myc mRNA/" -actin mRNA. The data are the mean of 
three di! erent experiments ± SD. Time-course analysis of c-Myc mRNA stability, studied by using the transcription inhibitor actinomycin D (ACTD; 
time 0). In U937 cells, untreated or pre-treated with nimesulide (100 !M) or celecoxib (40 !M) for 1 h (B). The corresponding half-life values ± SD are 
reported in the bottom part. The e! ect of nimesulide on ERK1/2 phosphorylation is shown in (C). As a negative control, the speci" c ERK inhibitor 
PD98059 was used (25 !M; 1 h). The data are the mean ± SD of three independent experiments.
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COX-2 inhibitor treatment. It has been suggested that 
the choice between quiescence and senescence depends 
on mTOR activation.67,68 The inhibition of mTOR is 
frequently associated with quiescence and this inhibi-
tion can be driven by p53.68 However, U937 cells do 
not express p53 and p73. Therefore, our data imply 
that the choice between quiescence/senescence should 
be p53-independent in U937 cells treated with COX-2 
inhibitors.

In these latest years, an upsurge of interest concerns 
the ability of cancer cells to enter in a dormant state.69 
This condition can be interrupted even after years 
up to decades from the Þrst diagnosis and successful 
treatment of cancer patients and is currently consid-
ered the main factor contributing to tumor relapse. 
A desirable condition is to Þnd out therapeutic treat-
ments that maintain these cells in dormancy. A com-
parison of the hallmarks described for cancer dormant 
cells to the pattern of alterations produced by COX-2 
inhibitors reveals a number of similarities: the inhibi-
tion of cell proliferation and the enter in G0 phase, and 
most-notably, c-Myc downregulation and the acquisi-
tion of a more differentiated state, by means of which 
the cells tend to behave like the normal counterpart.70 
Importantly, the re-activation of c-Myc protein expres-
sion is per se sufÞcient to reactivate the malignant phe-
notype.71 We do not know yet what exactly maintains 
the cells so longer in dormancy. Conceivably, cells may 
cycle very much slower rather than completely stopping 
in G0, to be maintained so long times. The fact that 
COX-2 inhibitors similarly trigger an early and stable 
downregulation c-Myc and affect cell proliferation may 
be thus an intriguing aspect to be further elucidated.

c-Myc is known to be overexpressed in many kinds 
of tumors, such as BurkittÕs lymphomas and different 
leukemia,72 where it contributes to their aggressiveness 
and poor prognosis. Thus, much effort is being placed 
on targeting this oncogene.13,14 Our data identify a novel 
biological property of COX-2 inhibitors and suggests 
their possible use to target this oncoprotein. Moreover, 
it would be interesting to check a possible effect on 
other members of the MYC family such as MYCN, 
which is ampliÞed in pediatric tumors of the nervous 
system.73 Thus, investigating whether COX-2 inhibi-
tors lead to similar effects in these tumors may have 
important clinical implications. Besides, the dysregu-
lation of differentiation is frequently associated with 
acute myeloid leukemia. The use of pro-differentiating 
agents like retinoic acid, RXR agonist (i.e., bexarotene) 
or valproic acid, has already shown an ability to over-
come this defect in leukemia74 and is associated with a 
better prognosis. Similarly, 1,25-dihydroxyvitamin D3 
(1,25D) displays an ability to induce differentiation in 
leukemic cells.75 However, the clinical use of this drug 
bears the risk of severe side effects, such as hyperkale-
mia.76 Thus, efforts are being placed on a combination 

Figure 6. COX-1 and COX-2 expression in di! erent hematopoietic cell lines. COX-1 
(A) and COX-2 (B) expression at the level of mRNA (top), as determined by Real-time 
PCR analysis, and at the protein level (bottom), as determined by western blot 
analysis. !-actin (mRNA or protein) was used in both analyses as a reference. For 
mRNA quanti" cation, the data are the means of three independent experiments 
± SD. For western blot analysis, one of at least three independent experiments is 
shown. (C) The e! ect of PGE2 on nimesulide-induced c-Myc downregulation. U937 
cells were incubated with the indicated concentrations of PGE2 for 1 h, then treated 
with nimesulide (100 "M) for 1 h. The expression of c-Myc was analyzed by western 
blot.
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Figure 7. COX-2 inhibitors induce CD15 expression in U937, cells. Flow cytometric analysis of CD11b, CD14 and CD15 in U937 cells treated for 48 h with 
nimesulide or celecoxib (A and B). Analysis of Ki-67 protein expression by !uorescence microscopy (C) and !ow cytometry (D) in U937 cells treated for 
48 h with nimesulide or celecoxib.
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Figure 8. Di! erential e! ects of COX-2 inhibitors on megakaryocytic di! erentiation markers in Hel and K562 cells. (A) Flow cytometric analysis of CD41a 
and CD61 in Hel and K562 cells treated for 3 d and 6 d with nimesulide or celecoxib. The corresponding quanti" cations of CD41a and CD61 for Hel are 
represented in (B). (C and D) Benzidine staining of Hel and K562 cells after 3 and 6 d of treatment with COX-2 inhibitors. As a positive control, K562 cells 
were treated for 48 h with hemin (30 !M).
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The subsequent upregulation of p27, together with the 
downregulation of cyclin D1 and PCNA, contributes to 
stop the cells in G0 and impairs the G1/S phase transi-
tion of the cell cycle. These events are associated with 
a more advanced differentiated state. Figure 9 gives a 
hypothetical scheme of the molecular events implicated 
in the action of COX-2 inhibitors.

Materials and Methods

Cell culture and reagents. U937 (human histiocytic 
lymphoma), Jurkat (acute lymphoid leukemic T cells), 
K562 (chronic myeloid leukemia), Raji (BurkittÕs 
lymphoma) and Hel (human megakaryocytic acute 
myeloid leukemia) cells (Deutsche Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, DSMZ) 
were cultured in RPMI 1640 medium (Bio-Whittaker) 
containing 10% (v/v) fetal calf serum (FCS; Lonza, 
Verviers, Belgium), 1% (v/v) antibiotic-antimycotic 
solution (Lonza) and 2 mM L-glutamine (Lonza) at 
37¡C in a 5% CO2 humidiÞed atmosphere. The experi-
ments were performed on cells in the logarithmic phase 
of growth and in culture medium containing 10% FCS. 
Nimesulide and NS-398 were purchased from Cayman 
Chemicals. Celecoxib was purchased from Merck. 
SB203580 (inhibitor of p38MAPK) and PD98059 (inhibi-
tor of ERK1/2) were purchased from Promega.

Cell viability assays. Cell viability assays were per-
formed by using the Trypan blue exclusion assay. The 
fraction of Trypan blue-positive cells was estimated by 
using a Malassez chamber and conÞrmed by using the 
cell counter Cedex (Innovatis AG).

Evaluation of apoptosis. The percentage of apoptotic 
cells was quantiÞed as the fraction of cells showing apop-
totic, fragmented nuclei78 as assessed by counting at least 
100 cells in at least three random Þelds by ßuorescence 
microscopy (Leica-DM IRB microscope) after staining 
with the DNA-speciÞc dye Hoechst 33342 (Sigma). 

Alternatively, cleavage of caspase-3 (Santa Cruz Biotechnology) 
was assessed by western blot (WB) analysis. Etoposide (VP16; 
100 ! M for 5 h in U937 cells) was used as a positive control.

Immunoßuorescence analysis. Carboxyßuorescein succimidyl 
ester (CFSE) cell tracker assay. CFSE cell tracker assay was per-
formed according to the manufacturerÕs instructions (Sigma). 
Brießy, cells were washed twice in PBS and then resuspended 
(1 x 106 cells/ml) in a solution of PBS containing 0.2 ! M CFSE 
for 10 min at 37¡C. After two washes in PBS, cell were resus-
pended in culture medium (2 x 105 cells/ml). The ßuorescence 
intensity was measured by ßow cytometry (FACSCalibur, Becton 
Dickinson Biosciences) at 0, 24 and 48 h after the treatment with 
the COX-2 inhibitors. Data were recorded (10,000 events/sam-
ple) using the CellQuest software (http://www.bdbiosciences.
com/features/products/display_product.php?keyID = 92) and 
further analyzed with FlowJo 8.8.5 software (Tree Star Inc.).

Cell cycle analysis. Cell cycle distribution was analyzed 
according to standard procedures based on DNA staining with 

of lower concentrations of 1,25D with other drugs. In this con-
text, an enhancement of 1,25D-induced differentiation has been 
obtained with NSAIDs (indomethacin) and COX-2 inhibitors 
(DUP-697).75 In this study, this effect was associated with an 
enhancement of Raf1 phosphorylation and a decrease of ERK1/2 
phosphorylation in HL-60 and U937 cells. Moreover, in another 
study the abrogation of Cot1 oncogene, associated to an inhibi-
tion of its downstream target ERK5, sensitizes AML cell models 
to 1,25D-induced differentiation.77 Our study demonstrates an 
ability of COX-2 inhibitors to increase myeloid differentiation 
markers and to inhibit ERK1/2 phosphorylation, thus showing 
interesting similarities. Altogether, our data suggest a beneÞcial 
effect of these drugs in pro-differentiating therapy; besides, con-
ceivably, COX-2 inhibitors might sensitize our cell models to dif-
ferentiation inducers.

In summary, we have shown for the Þrst time that COX-2 
inhibitors inhibit c-Myc expression at very early times. The 
data are in favor of an early effect on transcription, where the 
early inhibition of ERK-mediated pathway may play a role. 

Figure 9. Action of COX-2 inhibitors on cell proliferation modulation of hemato-
poietic cancer cells: a model. COX-2 inhibitors early downregulate c-Myc. COX-2 
inhibitors lead to a reduction of cyclin D1 and an upregulation of p27, which are, 
respectively, positively and negatively transcriptionally regulated by c-Myc. Con-
sequently, the inhibition of G1/S transition and accumulation of cells in G0 phase 
take place. This is accompanied by the expression of cell di! erentiation markers 
and the reduction of cell proliferation. COX-2 inhibitors inhibit ERK1/2 phosphory-
lation, which may be implicated in c-Myc expression inhibition.
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TCC TCA TCT TCT TG-3'), cyclin D1 (sense: 5'-CGT GGC 
CTC TAA GAT GAA GG-3'; antisense: 5'-CCA CTT GAG 
CTT GTT CAC CA-3'), PCNA (sense: 5'-GGC GTG AAC 
CTC ACC AGT AT-3'; antisense: 5'-AGG TAT CCG CGT TAT 
CTT CG-3'), and p27 (sense: 5'-AAT AAG GAA GCG ACC 
TGC AA-3'; antisense: 5'-GGG GAA CCG TCT GAA ACA 
TT-3') and Rb1 (sense: 5'-TGC TAT GTC AAG ACT GTT GAA 
GAA-3'; antisense: 5'-AAC TGC TGG GTT GTG TCA AA-3'). 
! -actin was used as a control (sense: 5'-CTG GAA CGG TGA 
AGG TGA CA-3'; antisense: 5'-AAG GGA CTT CCT GTA 
ACA ATG CA-3'). All the primers were from Eurogentec. cDNA 
ampliÞcation was performed for 40 cycles with the following set-
tings: 94¡C for 2 min, 60¡C for 1 min and 68¡C for 2 min. Results 
were expressed as a ratio: mRNA of target gene/! -actin mRNA.

Total protein extraction. Total cell extracts were prepared 
using Mammalian Protein Extraction Reagent (M-PER, Pierce) 
according to the manufacturerÕs instructions. Brießy, 1 x 106 
cells per sample were washed with PBS and the pellet was re-
suspended in 500 " l of M-PER̈  supplemented with protease 
inhibitor cocktail (Complete, Roche) and phosphatase inhibitor 
cocktail (PhosphoStop¨ , Roche). The suspension was put on a 
shaker with vertical agitation for 15 min at 4¡C and then centri-
fuged at 15,000 g for 15 min at 4¡C. Supernatants were removed, 
aliquoted and stored at -80¡C until use. For protein stability 
studies, cells were treated with 10 " g/ml cycloheximide for 5, 10, 
20, 40 or 60 min.

Immunoblot analysis. Total protein extract (20 " g, unless 
otherwise speciÞed) was separated by size using sodium dodecyl 
sulfate PAGE (SDS-PAGE; 10%). Proteins were then transferred 
to nitrocellulose membranes. ! -actin was used as a loading con-
trol. Subsequent immunoblotting was performed by blocking 
non-speciÞc binding regions of the membranes with 5% non-fat 
milk in PBS-Tween (1 h). Membranes were then incubated with 
0.5Ð1 " g/ml of the following primary antibodies: 1 h for anti-
! -actin (Sigma) or overnight for anti-COX-1, anti-COX-2, anti-
p27, anti-cyclin D1, anti-PCNA (Santa Cruz Biotechnology), 
anti-cyclin D1 and anti-c-Myc (Cell Signaling), anti-phospho 
ERK1/2, anti-ERK1/2, anti-phospho-p38MAPK, anti-p38MAPK 
(BD Biosciences). The membranes were then washed and incu-
bated with horseradish peroxidase-conjugated secondary anti-
body (Santa Cruz Biotechnology). All antibodies were diluted 
in a PBS-Tween solution containing 5% of bovine serum albu-
min (BSA) or 5% of milk. The protein bands were revealed 
using the ECL Plus western Blotting Detection System Kit (GE 
Healthcare). Densitometric quantiÞcation of the bands was per-
formed using ImageJ 1.43 u software (www3.imperial.ac.uk/
portal/page/portallive/imagingfacility/links/imaging_software).

Statistical analysis. Statistical analyses were performed using 
the StudentÕs t-test for unpaired data. p values ! 0.05 were con-
sidered signiÞcant. To conÞrm the dose-dependent effect of some 
treatments, ANOVA parametric analysis was used.
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No potential conßicts of interest were disclosed.

propidium iodide (1 " g/ml, Sigma-Aldrich) and RNase A (100 
" g/ml; Roche) in PBS before analysis by FACS. Events were 
recorded statistically (10,000 events/sample) using the CellQuest 
software. Data were further analyzed by using Flow-Jo 8.8.5 
software.

Analysis of cell differentiation markers expression. Cell differ-
entiation was analyzed by quantiÞcation of cell surface makers. 
1 x 106 cells were washed twice with PBS and then incubated 
during 1 h with ßuorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated 
antibodies against CD11b, CD14 and APC-conjugated antibody 
against CD15 for the myeloid differentiation. For the mega-
karyocytic markers, FITC-conjugated antibodies against CD41a 
(BD Biosciences) and CD61 (DAKO) were used. Isotype immu-
noglobulins (BD Biosciences) were used as negative controls. 
Finally, cells were washed twice in PBS and analyzed by ßow 
cytometry. Erythroid differentiation was monitored by benzidine 
staining as previously described in reference 79.

Ki-67 nuclear antigen expression. U937 cells were Þxed, per-
meabilized and immunostained with an antibody against Ki-67 
(BD Biosciences) during 1 h at room temperature. The cells 
were washed twice in PBS and immunostained with a FITC-
conjugated secondary antibody during 1 h at 4¡C. After two 
washes with PBS, the cells were analyzed by ßow cytometry and 
by ßuorescence microscopy.

Senescence-associated ! -galactosidase (SA-! -gal) histo-
chemical analysis. The staining of SA-! -gal was performed at pH 
= 6.0 according to the manufacturerÕs protocol (Sigma Aldrich). 
Brießy, cells were washed twice with PBS 1x and then Þxed in 
a solution containing 2% paraformaldehyde and 0.2% glutar-
aldehyde. Fixed cells were stained for 10 min at 37¡C with an 
acidic solution (pH = 6.0) containing X-gal (5-bromo-4-chloro-
3-indolyl-b-D-galactopyranoside). After overnight incubation, 
the cells were washed with PBS 1X and the staining pattern was 
analyzed by microscopy (Leica, DM 2000). As a positive control, 
K562 cells treated up to 4 d with 100 nM of doxorubicine (Sigma 
Aldrich) were used.80

RNA extraction and real-time PCR analysis. Total RNA 
from U937 and K562 cells treated with COX-2 inhibitors was 
extracted using the Nucleospin RNA II Kit (Macherey-Nagel), 
according to the manufacturerÕs protocol. To study mRNA sta-
bility, the cells were pre-treated with 100 " M nimesulide or 40 
" M celecoxib for the indicated times; cells where then incubated 
with the transcription inhibitor actinomycin D (5 " g/ml) and 
total mRNA was extracted after 20, 40 or 60 min. cDNA was 
synthesized using the SuperscriptTM First-strand Synthesis System 
for RT-PCR (Invitrogen). One " g RNA was used for reverse tran-
scription, using oligo(dT) primers. cDNA products were used for 
PCR ampliÞcation using the Platinum¨  High Fidelity Taq DNA 
Polymerase and gene-speciÞc primers for COX-1 (sense: 5'-TCA 
TCC GAG AGA TGC TCA TGC G-3'; antisense: 5'-AGA CCA 
GGC ACC AGA CCA AAG ACC-3'), COX-2 (sense: 5'-GCC 
CAG CAC TTC ACG CAT CAG-3'; antisense: 5'-AGA CCA 
GGC ACC AGA CCA AAG ACC-3'), c-Myc (sense: 5'-TGC 
TCC ATG AGG AGA CAC C-3'; antisense: 5'-TCG ATT TCT 
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1. Introduction

Synthetic  enzymatic  inhibitors  of  the  pro-inßammatory  medi-
ator  cyclooxygenase-2  (COX-2) are pharmacological  agents with
important  anti-cancer  activities  [1] . After  the  identiÞcation  of  the
second inducible  form  of  COX enzymes in  the  1990s, numerous
studies  demonstrated  that  COX-2 is stably  expressed in  various

cancers [2] . More  detailed  studies  have described  an aberrant
constitutive  COX-2 expression  since the  very  early  steps of
carcinogenesis [3] . Accordingly,  many  in  vitro  and in  vivo studies
strongly  suggested multiple  pro-carcinogenic  roles for  COX-2 over-
expression,  ranging  from  the  promotion  of  mutant  cell  prolifera-
tion  to  a causative  role  in  determining  chemotherapy  failure
favoring  metastasis  formation  [1] . A consistent  number  of  studies
are based on the  use of  non-steroidal  anti-inßammatory  drugs
(NSAIDs), which  still  represent  the  only  available  pharmacological
approach  to  counteract  COX-2 functions  via inhibition  of  its
enzymatic  activity  [1,4] .

In  some instances, COX-2 inhibitors  affect  cancer cell  viability
per se [5Ð7];  in  other  instances, these compounds  sensitize  cancer
cells to  other  cytocidal  treatments  [8Ð10]. Sensitization  to
apoptosis  has been demonstrated  in  the  case of  chemotherapeutic
agents that  activate  the  intrinsic  (or  mitochondrial)  apoptotic
pathway  [10,11]  as well  as with  agents that  trigger  the  extrinsic
(death  receptor-mediated)  apoptotic  pathway  (i.e., TRAIL or  TNFa)
[8,12,13] . The published  mechanisms  appear quite  heterogeneous.
The disturbance  of  the  pro-survival  AKT-dependent  pathway
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A B S T R A C T

Enzymatic  inhibitors  of  pro-inßammatory  cyclooxygenase-2  (COX-2) possess multiple  anti-cancer
effects, including  chemosensitization.  These effects are not  always  linked  to  the  inhibition  of  the  COX-2
enzyme.  Here we  analyze the  effects of  three  COX-2 enzyme  inhibitors  (nimesulide,  NS-398 and
celecoxib)  on apoptosis  in  different  hematopoietic  cancer models.  Surprisingly,  COX-2 inhibitors  strongly
prevent  apoptosis  induced  by  a panel  of  chemotherapeutic  agents. We selected U937  cells as a model  of
sensitive  cells for  further  studies.  Here, we  provide  evidence  that  the  protective  effect  is COX-
independent.  No suppression  of  the  low  basal prostaglandin  (PG)E2 production  may  be observed upon
treatment  by  COX-2 inhibitors.  Besides, the  non-active  celecoxib  analog 2,5-dimethyl-celecoxib  is able to
protect  from  apoptosis  as well.  We demonstrate  early  prevention  of  the  stress-induced  apoptotic
signaling,  prior  to  Bax/Bak activation.  This preventive  effect  Þts with  an impairment  of  the  ability  of
chemotherapeutic  agents to  trigger  apoptogenic  stress. Accordingly,  etoposide-induced  DNA damage is
strongly  attenuated  in  the  presence of  COX-2 inhibitors.  In  contrast,  COX-2 inhibitors  do not  exert  any
anti-apoptotic  activity  when  cells are challenged  with  physiological  stimuli  (anti-Fas,  TNFa or  Trail)  or
with  hydrogen  peroxide,  which  do not  require  internalization  and/or  are not  targeted  by
chemoresistance  proteins.  Altogether,  our  Þndings  show  a differential  off-target  anti-apoptotic  effect
of  COX-2 inhibitors  on intrinsic  vs. extrinsic  apoptosis  at  the  very  early  steps of  intracellular  signaling,
prior  to  commitment.  The results  imply  that  an exacerbation  of  the  chemoresistance  phenomena  may  be
implicated.
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[5,12] , the  counteraction  of  multi-drug  resistance phenomena
[14,15] , an altered  balance of  the  level  of  expression  of  anti-
apoptotic  vs. pro-apoptotic  Bcl-2  family  members  [5,16]  and the
up-regulation  [17]  and promotion  of  clustering  of  death  receptors
[13]  have been evoked to  play  a causative  role.  However,  not  all
anti-cancer  effects of  synthetic  COX-2 inhibitors  may  actually  be
ascribed to  the  inhibition  of  the  COX-2 enzyme.  Studies identifying
the  concentration  of  COX-2 inhibitors  able to  impact  production  of
prostaglandins  or  studies  based on the  silencing  of  COX-2 gene
expression  by  RNA interference-based  approaches have not  always
conÞrmed  the  anti-cancer  effects of  COX-2 inhibitors,  indicating
the  existence  of  COX-2-independent  effects [1] . Some of  these
studies  mention  that  the  down-regulation  of  COX-2 expression  is a
factor  that  partially  contributes  but  is not  sufÞcient  to  completely
describe the  anti-cancer  effects of  COX-2 inhibitors  [18,19] . The
scenario is further  complicated  by  the  fact  that  the  biological
properties  of  COX-2 inhibitors  sometimes  appear to  be conÞrmed
by  COX-2 gene down-regulation  and sometimes  not,  even when
the  studies  deal with  the  same COX-2 inhibitor  [19,20] . The
heterogeneity  of  the  different  cancer cell  models  used is one of  the
factors  most  often  evoked to  explain  these contradictory  results.
Recently, a few  studies  have reported  potential  anti-apoptotic
effects, which  have so far  been conÞned to  speciÞc conditions  or
compounds  [20,21] . Nevertheless, a large body  of  evidence
regarding  the  anti-cancer  potential  of  COX-2 inhibitors  has put
these compounds  at  the  centre  of  many  investigations  as a strategy
to  improve  or  develop  further  successful anti-cancer  therapeutic
approaches.

The data concerning  the  effects of  COX-2/and COX-2 inhibitors
on cancer cells has so far  derived  mainly  from  adherent  cell
models.  More  recently,  evidence  for  a stable  COX-2 expression  was
also found  in  leukemic/lymphoblastic  cancers, where  a similar  pro-
carcinogenic  role  of  COX-2 has been hypothesized  [22,23] .

In  this  study,  we  investigated  the  effects of  three  COX-2
inhibitors  (nimesulide,  NS-398 and celecoxib)  on apoptosis
induced  by  a panel  of  cytocidal  treatments.  Here we  show  that
all  three  inhibitors  speciÞcally  counteract  cell  death  induced  by
chemotherapeutic  agents that  trigger  stress-mediated  apoptosis
but  not  by  physiological  stimuli,  which  act via death  receptor
activation.  The differential  effect  on intrinsic  vs. extrinsic  apoptosis
is a consequence of  the  ability  of  COX-2 inhibitors  to  prevent
stress-induced  apoptosis  at  the  very  early  steps of  the  intracellular
signaling,  prior  to  commitment.  This effect  appears to  be COX-2
independent.

2. Materials  and  methods

2.1. Materials

Nimesulide  and NS-398 were  purchased  from  Cayman Chemi-
cals (Ann  Arbor,  MI,  USA). Celecoxib was from  Merck  (Leuven,
Belgium).  Anti-Fas  (clone  CH11) was from  Millipore,  Upstate  (Lake
Placid, NY, USA). TNFa was purchased  from  Reliatech (Wolfen-
bu¬ttel,  Germany),  Superkiller  Trail  was from  Alexis  Axxora
(Zandhoven,  Belgium).  Etoposide, puromycin,  hydrogen  peroxide,
doxorubicin,  camptothecin,  phorbol  12-myristate  13-acetate
(PMA) were  from  SIGMA (Bornem,  Belgium).  Cisplatin  and
methotrexate  were  purchased  from  Teva Pharma Belgium  (Wilrijk,
Belgium),  irinotecan  and cytarabine  were  from  PÞzer Pharmaceu-
ticals  (Bruxelles,  Belgium).

2.2. Cell culture  and treatments

U937  (human  histiocytic  lymphoma),  Jurkat (acute  lymphoid
leukemic  T cells), K562 (chronic  myeloid  leukemia),  Raji (BurkittÕs
lymphoma),  Hel  (human  megakaryocytic  acute myeloid  leukemia),

cells (Deutsche  Sammlung  von  Mikroorganismen  und  Zellkulturen
GmbH, DSMZ, Braunschweig,  Germany)  were  cultured  in  RPMI
1640  medium  (Bio-Whittaker,  Verviers,  Belgium)  supplemented
with  10% (v/v)  fetal  calf  serum  (FCS; Lonza, Verviers,  Belgium),  1%
(v/v)  antibioticÐantimycotic  solution  (Lonza, Verviers,  Belgium)
and 2 mM  L-glutamine  (Lonza). KBM5 (chronic  myeloid  leukemia)
were  kindly  donated  by  Dr. Bharat  B. Aggarwal  and cultured  in
IMDM  medium  (Bio-Whittaker,  Verviers,  Belgium)  containing  15%
(v/v)  fetal  calf  serum  (FCS; Lonza). All  the  cell  lines  were  kept  at
37 8C in  a 5% CO2 humidiÞed  atmosphere.  Cells were  pre-treated
for  24 h with  nimesulide,  NS-398 (0Ð100 mM)  or  celecoxib  (0Ð
40 mM)  before  other  treatments.

2.3. Induction  of apoptosis

Apoptosis  was induced  with:  (a) stressing  compounds:  the
topoisomerase  II  inhibitor  etoposide  (VP16;  100 m; , 4 h);  the
topoisomerase  I inhibitors  camptothecin  (CPT; 10 m; , 8 h)  and
irinotecan  (IRINO; 10 m; , 8 h), the  alkylating  agent cisplatin  (CISP;
100 m; , 24 h);  the  DNA intercalating  agent doxorubicin  (DOXO;
4 m; , 8 h), the  metabolite  analogues methotrexate  (MTX;  20 m; ,
8 h)  and cytarabine  (CYT; 10 m; , 24 h);  the  protein  synthesis
inhibitor  puromycin  (PMC; 10 mg/ml,  5 h);  and the  oxidative  stress
inducer  hydrogen  peroxide  (H2O2;  500 m; );  (b)  physiological
stimuli:  anti-Fas (clone  CH11; 50 nM,  16 h);  TNFa (1 ng/ml,  16 h);
and Trail  (0.5 mg/ml,  8 h). Freshly prepared  H2O2 was added to  the
medium  and incubated  for  1 h at  37 8C; the  cells were  then  washed
and resuspended in  fresh  medium  (recovery  phase). All  the  other
treatments  were  kept  throughout  the  experiment.

2.4. Analysis of apoptosis

Apoptosis  was measured  by  analysis  of  nuclear  fragmentation
(1 mg/ml  Hoechst  33342)  [24]  and conÞrmed  by  the  estimation  of
mitochondrial  membrane  potential  loss by  incubating
1 !  106 cells at  37 8C for  20 min  with  50 nM  MitoTracker 1 Red
(MTR, Molecular  Probes/Invitrogen,  Merelbeke,  Belgium)  [24] ,
followed  by  ßow  cytometric  analysis  (FACScalibur, BD Biosciences,
San Jose«, CA, USA).

2.5. RNA extraction  and real-time  PCR analysis

Total  RNA from  U937  and K562 cells was extracted  as
previously  published  [25] . One microgram  of  RNA was used for
reverse transcription  with  oligo(dT)  primers.  cDNA products  were
used for  PCR ampliÞcation  with  the  Platinum 1 High  Fidelity  Taq
DNA Polymerase (Invitrogen,  Merelbeke,  Belgium)  and gene-
speciÞc primers  for  COX-2 (forward:  50-GCCCAGCACTTCACGCAT-
GAG-30;  reverse:  50-AGACCAGGCACCAGACCAAAGACC-30), MDR-1
(forward:  50-CAGAGGGGATGGTCAGTGTT-30;  reverse:  50-
CCTGACTCACCACACCAATG-30), MRP-1 (forward:  50-
CCTGTTCAACGTCATTGGTG-30;  reverse:  50-AGCCACGTA-
GAACCTCTGGA-30), and b-actin  was used as a control  (forward:
50-CTCTTCCAGCCTTCCTTCCT-30) (reverse:  50-
AGCACTGTGTTGGCGTACAG-30). All  primers  were  from  Eurogentec
(Liege, Belgium).  cDNA ampliÞcation  was performed  for  40 cycles
with  the  following  settings:  94 8C for  2 min,  60 8C for  1 min  and
68 8C for  2 min.  Results were  expressed as the  ratio  of  mRNA of
target  gene/mRNA b-actin.

2.6. Indirect  immunoßuorescence

U937  cells were  Þxed/permeabilized  and immunostained  as
described  [24].  The following  parameters  were  analyzed:  (a)
mitochondrial  cytochrome  c release [26] ;  (b)  Bax/Bak status
activation  (monoclonal  mouse anti-Bax  6A7;  Santa Cruz
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Biotechnology,  Boechout, Belgium;  monoclonal  mouse anti-Bak  AB-
1;  Calbiochem,  Leuven, Belgium);  (c) Bax translocation  to  mito-
chondria  by  co-immunostaining  U937  cells with  the  polyclonal
rabbit  anti-Bax  (D-21;  Santa Cruz Biotechnology)  and anti-
cytochrome  c oxidase IV (COX IV, Santa Cruz Biotechnology)  [27] ;
(d)  DNA damage assessment, estimated  by  phosphorylation  of
histone  H2A.x using  the  mouse monoclonal  anti- gH2A.x (ser139;
Millipore,  Upstate)  [28] ;  (e) multidrug  resistance protein  expression,
MDR-1  (BD Biosciences Pharmingen,  Erembodegem, Belgium)  and
MRP-1 (Santa Cruz Biotechnology).  In situ analysis  of  immunos-
tained  cells include:  (a) observation  by  ßuorescence microscopy
(Olympus,  Hamburg,  Germany).  The images were  analyzed  and
elaborated  using  the  cell  Cell^M  software  (Olympus  Soft Images
Solutions  GMBH, Mu¬nster,  Germany);  (b)  ßow  cytometric  analysis.
Events were  recorded  statistically  (10,000  events/sample)  using  the
CellQuest software  (http://www.bdbiosciences.com/features/pro-
ducts/display_product.php?keyID=92 ). Data were  further  analyzed
by  using  FlowJo software  (http://www.ßowjo.com/index.php ).

2.7. Measurement of PGE2 concentration

Prostaglandin  E2 (PGE2) levels  in  cell  culture  supernatants  were
determined  by  using  the  prostaglandin  E2 EIA kit  (Cayman
Chemicals, Ann  Arbor,  MI,  USA), which  is based on competitive
enzyme  immunoassay  using  PGE2 coupled  with  acetylcholinester-
ase as a tracer,  according  to  the  manufacturerÕs instructions.
Brießy, the  cells were  seeded at  a concentration  of  0.5 !  106 cells/
ml.  After  24 h of  treatment  with  COX-2 inhibitors,  cells were
centrifuged  (350  g) and 50 ml  of  supernatant  was collected.  The
concentrations  of  PGE2 were  determined  according  to  a standard
curve  (in  pg/ml)  and were  normalized  by  cell  concentration.  As a
positive  control,  K562 cells treated  for  24 h with  160 nM  of  phorbol
12-myristate  13-acetate  (PMA, SIGMA) were  used [29] .

2.8. Drug efßux assay

U937  cells (106/ml)  were  incubated  with  10 nM  rhodamine  1, 2,
3 (Rh 123, SIGMA) for  30 min  at  37 8C in  normal  culture  conditions.
Then, the  ßuorescent  dye was washed  out  and the  cells were
seeded in  fresh  complete  medium  (recovery).  COX-2 inhibitors
were  added again. Fluorescence was evaluated  immediately
(T = 0 h)  and after  3 h (T = 3 h)  of  recovery  time  by  ßow  cytometer
analysis  with  FL2 (585/42  nm).  The extent  of  drug  efßux  was
calculated  as a percentage  of  reduction  of  Rh 123  ßuorescence (1-
Rh 123  ßuorescence ratio  T = 3 h/T = 0 h)  for  each sample.

2.9. Western blot  analysis

Protein  separation  by  gel electrophoresis,  protein  transfer  to
nitrocellulose  membranes  and immunoblotting  were  performed  as
previously  detailed  [24] . Equal loading  of  samples was performed
using  b-actin  as a control.  A total  of  5 mg of  mouse macrophage
lysate  (BD Transduction  Laboratories,  Erembodegem, Belgium)  co-
stimulated  with  10 ng/ml  interferon  g(IFNg) and 1 mg/ml  lipo-
polysaccharide  (LPS) was used as a positive  control  for  COX-2
expression,  according  to  the  manufacturerÕs instructions.  Primary
antibodies:  mouse monoclonal  anti- b-actin,  mouse monoclonal
anti-caspase-3,  goat polyclonal  anti-COX-2,  rabbit  anti-CTR1
(Santa Cruz Biotechnology),  anticaspase-8, anti-caspase-9  (Cell
Signaling,  Leiden, The Netherlands),  anti-Bcl-xL  (BD Transduction
Laboratories),  anti-Bcl-2  (Calbiochem,  Leuven, Belgium).  Incuba-
tion  with  the  corresponding  secondary antibodies  (diluted  in  a
PBSÐTween solution  containing  5% of  bovine  serum  albumin,  BSA,
or  5% of  milk)  was performed  according  to  the  manufacturerÔs
instructions  (HRP conjugated  donkey  anti-goat,  goat anti-rabbit  or
goat anti-mouse  from  Santa Cruz Biotechnology).  SpeciÞc immu-

noreactive  proteins  were  visualized  by  autoradiography  using  the
ECL Plus Western  Blotting  Detection  System Kit  (GE Healthcare,
Roosendaal, The Netherlands).

2.10. Statistical analysis

Data are expressed as means "  SD, and the  signiÞcance degree
was analyzed  by  the  StudentÕs t-test.  p-values  below  0.05 were
considered  statistically  signiÞcant.

3. Results

3.1. COX-2 inhibitors  prevent stress-induced apoptosis without
affecting apoptosis induced by physiological stimuli

U937  cells (Fig. 1A) were  incubated  for  24 h with  different
concentrations  (10Ð100 m; ) of  one of  the  two  COX-2 inhibitors
nimesulide  or  NS-398. Then, cells were  challenged  with  the
chemotherapeutic  agent etoposide  (VP16;  100 m; ). Both  inhibi-
tors  did  not  impact  cell  viability  per se but  they  prevented  VP16-
induced  apoptosis  in  a dose-dependent  manner,  as determined  by
the  analysis  of  nuclear  morphology  (Fig. 1B and C) and conÞrmed
by  the  detection  of  caspase-3 cleavage (Fig. 1D and E).

To exclude  that  this  effect  was speciÞc for  VP16, we  challenged
U937  cells with  different  agents. Six chemotherapeutic  agents,
which  trigger  the  intrinsic  apoptotic  pathway  via different
mechanisms  (see Section 2), resulted  strongly  inhibited  in  their
action  by  nimesulide  comparable  to  VP16 (Fig. 2A);  conversely,
when  cells were  challenged  with  anti-Fas (50  nM),  TNFa (1 ng/ml)
or  Trail  (0.5 mg/ml),  which  initiate  the  extrinsic  apoptotic  pathway,
COX-2 inhibitors  did  not  play  any modulating  role  (Fig. 2B). Similar
results  were  observed with  NS-398 (data  not  shown).

Since U937  cells stably  express COX-2 (Fig. 1A), we  investigated
whether  the  anti-apoptotic  effect  depends on the  inhibition  of  COX-
2 enzyme  activity  or  whether  it  was the  consequence of  an off-target
effect.  To address the  question,  Þrst, we  analyzed  if  the  selective
COX-2 inhibitor  celecoxib,  structurally  unrelated  to  nimesulide  and
NS-398 [1]  might  prevent  also apoptosis;  besides, we  tested  the
effect  of  its  analog 2,5-dimethyl  celecoxib  (DMC) on apoptosis.  This
compound  lacks the  COX-2 inhibitory  activity  [30] . In  U937  cells,
incubated  for  24 h with  celecoxib  (in  the  non  cytotoxic  range of  10Ð
40 m; ), then  challenged  with  100 m;  VP16, the  resulting  apoptosis
was prevented  in  a dose-dependent  manner  (Fig. 3A). DMC appeared
toxic  per se when  used at  concentrations  > 20 m; ;  when  tested
below  this  threshold,  it  similarly  prevented  apoptosis  (Fig. 3B).
Second, we  assayed the  amount  of  PGE2 synthetized  in  U937  cells in
the  presence/absence of  different  concentrations  of  nimesulide,  NS-
398  or  celecoxib.  Fig. 3B shows  that  the  low  basal PGE2 levels  were
not  signiÞcantly  affected  by  the  incubation  with  the  COX-2
inhibitors,  even when  they  were  used at  the  highest  concentrations.
Our results  suggest that  COX-2 even if  expressed it  is not
enzymatically  active  in  U937  cells.

Taken together,  these results  indicate  differential  abilities  of
COX-2 inhibitors  in  modulating  intrinsic  vs. extrinsic  apoptotic
pathways  and strongly  suggest that  the  protecting  effect  in  stress-
induced  apoptosis  is due to  an off-target  mechanism.

3.2. COX-2 inhibitors  prevent stress-induced apoptosis by acting at
the very early steps of the apoptotic  signaling pathway

Next,  we  investigated  at  which  step within  the  intrinsic
apoptotic  signaling  cascade COX-2 inhibitors  interfered  in  U937
cells. The induction  of  apoptosis  by  VP16 was chosen as a model.
Moving  backwards  along  the  pathway  [31] , we  found  that  the
cleavage/activation  of  the  effector  caspase-9 was prevented
(Fig. 4A);  the  same was observed for  caspase-8, normally  also
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cleaved during  VP16-triggered  apoptosis  (not  shown)  [32] .
Therefore, we  assessed the  impact  of  COX-2 inhibitors  on
mitochondria  by  analyzing  the  mitochondrial  membrane  potential
and the  cytochrome  c release. Both  phenomena  were  inhibited  in  a
dose-dependent  manner  (Fig. 4B and C). Similarly,  the  upstream
activation  of  the  two  pro-apoptotic  Bcl-2  family  members  Bax and
Bak was impaired  (Fig. 4D and supplemental  Fig. 1).

Bax activation  during  apoptosis  is a multi-step  process, which
includes  translocation  to  mitochondria  [33] , an event  that  may  be
blocked  even when  Bax conformational  change occurs. The pattern
of intracellular  distribution  of  Bax (independent  of  its  activation
status)  appeared dotted  in  VP16-treated  cells as expected  [34] , and
overlapping  with  the  mitochondrial  protein  COX IV (Fig. 5E), as the
consequence of  Bax re-localization  to  mitochondria  [34] . The co-
treatment  with  COX-2 inhibitors  restored  a diffuse  pattern  of  Bax,
comparable  to  control  cells. The prevention  of  Bax/Bak functions  is
also not  due to  up-regulation  of  Bcl-2  anti-apoptotic  members  Bcl-
2 or  Bcl-xL (supplemental  Fig. 2).

COX-2 inhibitors  do not  affect  physiological  stimuli  (Fig. 2C).
The mitochondrial  pathway  may  be initiated  downstream  of
caspase-8 activation  [35]  as part  of  an ampliÞcation  signal.  Thus,
physiological  stimuli  like  anti-Fas may  lead to  the  activation  of  Bax
and Bak, as a consequence of  a cross talk  occurring  between  the

extrinsic  and the  intrinsic  apoptotic  pathway  [36] . We investigated
whether  COX-2 inhibitors  may  affect  the  levels  of  Bax/Bak
activation  upon  anti-Fas stimulation.  Results show  comparable
levels  of  Bax and Bak activation  in  treated  and untreated  cells
(supplemental  Fig. 3). This Þnding  also excludes direct  modula-
tions  of  Bax/Bak by  COX-2 inhibitors  and strongly  suggests that
COX-2 inhibitors  act at  very  early  steps of  apoptotic  signaling,
likely  at  the  commitment  step.

3.3. COX-2 inhibitors  prevented DNA damage and affected drug
accumulation

The fact  that  COX-2 inhibitors  speciÞcally  inhibit  stress-
induced  apoptosis  at  very  early  steps may  be the  consequence of
their  ability  to  affect  drug  internalization  or  metabolism.  This
hypothesis  may  also explain  why  the  apoptotic  physiological
stimuli,  by  acting  on extracellular  targets,  are not  affected.
Accordingly,  COX-2 inhibitors  might  reduce intracellular  damage
induced  by  chemotherapeutic  agents as a consequence of  their
reduced  intracellular  availability.  VP16 is a DNA damaging  agent
whose  impact  on DNA may  be indirectly  evaluated  by  histone
H2A.x phosphorylation  (g-H2A.x)  [37].  Fig. 5A (left  panels)  shows
a typical  time-course  of  H2A.x phosphorylation  upon  VP16

Fig. 1. COX-2 inhibitors  prevent  VP16-induced  apoptosis  in  COX-2-positive  U937  cells. (A) Assessment of  COX-2 protein  expression  level  in  U937  cells (Western  blot  analysis).
20 mg of  total  protein  extract  was loaded  along  with  5 mg protein  extracts  of  positive  control  (mouse  macrophages stimulated  with  10 ng/ml  IFNg/1  mg/ml  LPS). One of  three
independent  experiments  with  similar  results  is shown.  Estimation  of  apoptosis  by  the  analysis  of  nuclear  morphology  after  Hoechst  staining  in  U937  cells untreated  or  pre-
treated  for  24 h with  10Ð100 mM  nimesulide  (B) or  NS-398 (C). Data represent  the  mean of  Þve independent  experiments  ! SD. SigniÞcant  difference  compared  to  VP16-treated
cells:  *p <  0.05, **p <  0.01, ***p <  0.001. (DÐE) ConÞrmation  of  the  effects of  COX-2 inhibitors  on apoptosis  by  analysis  of  caspase-3 cleavage. One of  three  independent  experiments
was shown.
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treatment.  VP16-induced  histone  H2A.x phosphorylation  was
strongly  prevented  in  the  presence of  nimesulide  (Fig. 5A, right
panels). The inhibition  of  g-H2A.x  accumulation  continued  even
after  longer  incubation  times  with  VP16, excluding  the  hypothesis
that  DNA damage was simply  delayed. The impact  of  the  other
NSAIDs on VP16-induced  DNA damage conÞrmed  a similar
pattern  of  modulation.  Fig. 5B reports  the  quantiÞcation  of  cells
positive  to  H2A.x phosphorylation  in  the  control  and in  the  pre-
treated  cells with  each COX-2 inhibitor  upon  VP16 challenge.

Recently, the  ability  of  celecoxib  to  modulate  the  drug  importer
CTR-1 was reported  [21] . This inhibition  counteracts  the  cytocidal
activity  of  cisplatin  in  human  esophageal squamous  cancer cells
[21] . Therefore, we  assessed the  ability  of  our  panel  of  COX-2
inhibitors  to  modulate  this  carrier.  Analysis  by  Western  blot  did
not  show  any relevant  impact  on CTR-1 protein  expression

(Fig. 6A), thus  excluding  a relevant  role  in  the  phenomenon  at
least for  this  importer.

The anti-apoptotic  effect  of  nimesulide  is strongly  limited  when
apoptosis  is induced  with  the  protein  synthesis  inhibitor  puromycin
in  comparison  to  VP16 (supplemental  Fig. 4). This result  suggests
that  a neosynthesis,  rather  than  a down-regulation,  of  protein
factors  may  be implicated  in  effectively  counteracting  apoptosis.

Because one of  the  main  reasons for  chemotherapy  failure  is the
exacerbation  of  events mediating  drug  efßux,  we  investigated  if
COX-2 inhibitors  might  promote  drug  extrusion.  To address this
question,  we  Þrst  performed  a classical drug  efßux  assay based on
the  use of  the  ßuorescent  tool  rhodamine  1,2,3 (Rh 123)  [38]  on
U937  cells, either  untreated  or  treated  with  10, 40 or  100 m;  of
nimesulide  or  NS-398;  alternatively,  with  20 or  40 m;  celecoxib.  A
consistent  dose-dependent  increase in  drug  efßux  was observed

Fig. 2. Nimesulide  protects  U937  cells exclusively  from  stress-induced  apoptosis.  Effects of  nimesulide  on apoptosis  induced  by:  (A) chemotherapeutic  agents triggering  the
intrinsic  apoptotic  pathway:  camptothecin  (10  m;;  CPT); irinotecan  (10  m;;  IRINO); doxorubicin  (4  m;;  DOXO); cisplatin  (100  m;;  CISP); methotrexate  (20  m;;  MTX);  or
cytarabine  (10  m;;  CYT) in  combination  with  0Ð100 m;  nimesulide;  (B) physiological  stimuli:  anti-FAS (50  ng/ml);  TNFa (1 ng/ml)  and TRAIL (0.5 mg/ml).  The percentage of
apoptotic  cells was estimated  by  analysis  of  nuclear  fragmentation.  Data represent  the  mean of  at  least three  independent  experiments  ! SD. SigniÞcant  difference  compared  to
VP16-treated  cells:  *p <  0.05, **p <  0.01, ***p <  0.001. Similar  results  achieved  with  NS-398 (not  shown).
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after  nimesulide  and NS-398 treatment,  reaching  maximum  values

of 45.80% !  8.3 and 51.56% !  6.60 reduction  in  ßuorescence with
100 m;  nimesulide  or  NS-398, and during  the  Þrst  3 h of  recovery,
respectively  (Fig. 6B). Celecoxib signiÞcantly  increased drug  efßux
only  at  the  concentration  of  40 m;  (14"6% !  3.2 reduction),  however
at much  lower  values than  those detected  with  nimesulide  and NS-
398. Next,  we  compared  the  expression  levels  of  the  most  ubiquitous
multidrug  resistance proteins  MDR-1  and MRP-1 [39,40]  on the  same
cells. Supplemental  Fig. 5B indicates  a dose-dependent  up-regulation
at the  mRNA levels  for  all  the  three  different  multi-drug  carriers,  with
MDR-1  the  most  affected  (MDR-1  = +3.09 !  1.02, MRP-
1 = +1.55 !  0.25 with  100 m;  nimesulide;  MDR-1  = +3.83 !  0.11,
MRP-1 = +2.11 !  0.11 with  100 m;  NS-398). MDR-1  mRNA was also
up-regulated  by  celecoxib  in  U937  cells (up  to  +34.74 !  16.95 fold;

supplemental  Fig. 5C). However,  the  same analysis  did  not  conÞrm
any up-regulation  of  the  corresponding  protein  (with  MDR-1
paradoxically  being  even signiÞcantly  decreased) (Fig. 6, panels C
and D). These results  indicate  a differential  ability  of  COX-2 inhibitors
to  impact  drug  efßux  and exclude  that  these two  main  multidrug
resistance proteins  are implicated.  Altogether,  these Þndings  exclude
that  drug  efßux  maybe  the  main  mechanism  responsible  for  the
prevention  of  cell  damage induced  by  chemotherapeutic  agents.

3.4. The ability  of COX-2 inhibitors  to counteract stress-induced
apoptosis ubiquitously  occurs in  different  hematopoietic cancer cell
lines

So far, we  have assessed a general  ability  of  COX-2 inhibitors  to
counteract  stress-induced  apoptosis  in  U937  cells. We wanted  to
determine  if  this  effect  was ubiquitous.  With  this  purpose, we

Fig. 2. (Continued ).

Fig. 3. The anti-apoptotic  effect  of  COX-2 inhibitors  is COX-independent.  Estimation
of percentage of  apoptosis  after  Hoechst  staining  of  U937  cells, either  untreated  or
pre-treated  24 h with  celecoxib  (A) or  DMC (B). SigniÞcant  differences  when
compared  to  VP16-treated  cells:  *p <  0.05, ***p <  0.001. (C) QuantiÞcation  of  PGE2

levels  from  the  supernatant  of  U937  cells incubated  or  not  with  the  indicated
concentrations  of  the  nimesulide  (NIME),  NS-398 or  celecoxib.  The estimation  of
PGE2 levels  in  K562 cells stimulated  with  PMA (see Section 2) was used as positive
control  (dashed column)  in  comparison  to  untreated  K562 cells (Þrst  white  column)
and untreated  U937  cells. PGE2 is reported  in  pg/ml  normalized  for  cell
concentration  (106 cells). Data are represented  as the  mean of  four  independent
experiments  ! SD.
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Fig. 4. COX-2 inhibitors  prevent  stress-induced  apoptosis  prior  to  Bax activation.  Evaluation  of  the  impact  of  COX-2 inhibitors  on:  (A) caspase-9 cleavage; (B) mitochondrial
membrane  potential  after  incubation  with  MitoTracker  Red (50  nM;  MTR) and relative  quantiÞcation  of  the  percentage of  cells with  high/low  MTR ßuorescence (right  panel);
(C) cytochrome  c release from  mitochondria  after  immunostaining  of  U937  cells (right  panel:  quantiÞcation  of  the  percentage of  the  cells with  low  mitochondrial  cytochrome
c);  (D)  Bax activation  by  VP16 in  untreated  vs. nimesulide-treated  U937  cells (100  m;  nimesulide  chosen as a model),  as assessed by  ßuorescence microscopy  and FACS (right
panels)  analysis  using  antibodies  speciÞc for  the  active  form  of  Bax (anti-Bax  6a7) in  cells counterstained  with  Hoechst  to  allow  visualization  of  the  nuclear  morphology;  (E)
the  pattern  of  Bax localization  on U937  cells on the  same samples. Mitochondria  was labeled  with  anti-COX  IV antibody  and Bax with  anti-Bax  D21. One of  three  independent
experiments  with  similar  results  is shown.
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extended  our  investigations  to  a panel  of  hematopoietic  cell  lines,
selecting  different  models,  heterogeneous  for  COX-2 protein
expression  levels  and origins  (Fig. 7A;  see also Section 2). Fig. 7B
documents  the  effects of  nimesulide  and celecoxib  on apoptosis
induced  by  cisplatin  (an agent which  efÞciently  impacted  the
viability  of  all  the  panel  of  cell  lines  tested).  Nimesulide  prevented

apoptosis  in  all  the  cell  lines,  with  the  exception  of  K562 cells.
Celecoxib always  inhibited  apoptosis.

These results  conÞrm  that  anti-apoptotic  potential  of  COX-2
inhibitors;  moreover,  looking  at  the  differential  levels  of  COX-2
protein  expression  (Fig. 7A), it  provides  further  evidence
that  COX-2 enzyme  is not  implicated  in  this  modulatory  effect.

Fig. 4. (Continued ).
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4. Discussion

In  this  study,  we  report  that  three  different  COX-2 inhibitors
(nimesulide,  NS-398 and celecoxib)  efÞciently  counteract  the

apoptogenic  activity  of  a broad  panel  of  anti-cancer  agents, which
are currently  used in  clinics.  The preventive  effect  speciÞcally
concerns compounds  that  trigger  the  intrinsic  apoptotic  signaling.
In  contrast,  COX-2 inhibitors  do not  exert  any modulatory  effect  on

Fig. 5. COX-2 inhibitors  prevent  etoposide-induced  DNA damage. Time-course  analysis  of  the  impact  of  nimesulide  (100  m; ), NS-398 (100  m;)  and celecoxib  (40  m;)  on the
ability  of  VP16 to  induce  DNA-damage  based on the  detection  of  the  phosphorylation  of  the  histone  H2A.x (gH2A.x). (A) Typical  bi-parametric  analysis  of  anti- gH2A.x vs.
Forward  Side Scatter (FSC-H) of  VP16-treated  (Þrst  column)  vs. VP16 + nimesulide-treated  (VP16 + NIME)  U937  cells (second column).  (B) QuantiÞcation  of  gH2A.x-positive
vs. negative  cells in  either  control  cells or  treated  with  nimesulide,  NS-398 or  celecoxib.  The results  are the  mean of  three  independent  experiments  ! SD.
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apoptosis  induced  by  extracellular  ligands  (anti-Fas,  TNFa and
Trail).  The intrinsic  apoptotic  cascade is inhibited  at  very  early
steps, prior  to  Bax/Bak activation.  Moreover,  etoposide,  used as a
tool  to  monitor  the  ability  of  chemotherapeutic  agents to  trigger
cell  damage, documents  that  COX-2 inhibitors  strongly  attenuate
the  generation  of  the  apoptogenic  stress.

Our results  show  that  COX-2 inhibitors  affect  only  the  activity
of  stress-inducing  agents. This is not  the  consequence of  a
differential  modulation  of  the  intrinsic  vs. extrinsic  apoptotic
pathways.  On one hand, we  may  only  witness  the  prevention  of  the
apoptotic  signaling  cascade without  detecting  any speciÞc
alterations  of  modulators  of  the  intrinsic  pathway.  On the  other
hand, remarkably,  the  apoptogenic  potential  of  H2O2, a robust

oxidative  agent that  triggers  a typical  stress-induced  apoptosis,
exactly  as found  for  physiological  stimuli,  is not  affected  by  COX-2
inhibitors  (see supplemental  Fig. 6). The prevention  of  apoptosis  is
a real  rescue from  death  and not  simply  a delay  of  apoptotic
signaling.  COX-2 inhibitors,  indeed,  prevent  DNA damage induced
by  etoposide.  This Þnding  implies  that  COX-2 inhibitors  act very
upstream,  prior  to  the  commitment  to  apoptosis,  because the
damaging  stress induced  by  chemotherapeutic  agents (the
apoptogenic  stimulus  thus)  may  be avoided.

The anti-apoptotic  effect  of  COX-2 inhibitors  reported  in  this
study  refers  to  24 h of  pre-treatment  with  the  COX-2 inhibitors.
We have further  ascertained  that  the  maximal  anti-apoptotic  effect
of  COX-2 inhibitors  (as observed after  24 h)  reaches the  protection

Fig. 6. Impact  of  COX-2 inhibitors  on drug  efßux  and chemoresistance  protein  expression  in  U937  cells. (A) Evaluation  of  the  impact  of  COX-2 inhibitors  on the  protein
expression  of  the  importer  CTR-1. One of  two  independent  experiments  is shown.  (B) Drug  efßux  assay based on the  use of  the  ßuorescent  tool  rhodamine  1,2,3 (Rh 123)  in  the
presence/absence of  the  indicated  concentrations  of  nimesulide  (Þrst  row),  NS-398 (second row)  or  celecoxib  (third  row).  Estimation  of  Rh 123  ßuorescence by  FACS analysis
immediately  after  Rh 123  removal  (T = 0 h)  or  after  3 h of  recovery  (T = 3 h). COX-2 inhibitors  were  re-added  during  the  recovery.  Estimation  of  the  percentage of  the
ßuorescence reduction  detected  in  untreated  vs. treated  cells (bottom  panels). Analysis  of  expression  of  MDR-1  (A) and MRP-1 (B) multi-drug  resistance proteins  after  24 h of
incubation  with  the  reported  concentrations  of  COX-2 inhibitors.  Data correspond  to  three  independent  experiments  !  SD. SigniÞcant  differences  when  compared  to  control
cells are:  *p <  0.05, **p <  0.01, ***p <  0.001.

C. Cerella et al. / Biochemical Pharmacology xxx (2011) xxxÐxxx10

G Model
BCP-10953; No. of Pages 14

Please cite  this  article  in  press as: Cerella C, et  al. COX-2 inhibitors  block  chemotherapeutic  agent-induced  apoptosis  prior  to
commitment  in  hematopoietic  cancer cells. Biochem  Pharmacol  (2011),  doi: 10.1016/j.bcp.2011.06.028



plateau  within  9 h of  pre-treatment  (supplemental  Fig. 7). Cancer
cells may  develop  different  chemoresistance  strategies  to  modu-
late  the  intracellular  concentration  of  anti-cancer  drugs  [39,41] .
They may  up-regulate  speciÞc protein  carriers,  which  mediate  the
extrusion  of  xenobiotics  to  the  extracellular  compartment.

Conversely, they  may  show  a decreased expression  of  protein
importers  limiting  the  internalization  of  chemotherapeutic  agents.
Finally,  they  may  exacerbate speciÞc intracellular  systems relying
on drug  metabolizing  enzymes minimizing  their  biological
activities.  Eventually  these events reduce the  intracellular

Fig. 6. (Continued ).
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Fig. 7. COX-2 inhibitors  exert  anti-apoptotic  effects in  a broad  panel  of  hematopoietic  cancer cell  lines.  (A) COX-2 protein  expression  levels  in  a panel  of  hematopoietic  cell
lines  (comparison  with  U937  cells, Þrst  band  on the  left)  by  Western  blot  analysis. (B) Estimation  of  apoptosis  as assessed by  analysis  of  the  mitochondrial  membrane
potential  loss with  MTR, untreated  or  pre-treated  24 h with  the  indicated  concentrations  of  nimesulide  (Þrst  column)  or  celecoxib  (second column).  Results were  conÞrmed
by  analysis  of  nuclear  morphology  after  Hoechst  staining  (data  not  shown).  Mean  of  three  independent  experiments  ! SD. SigniÞcant  differences  when  compared  to  VP16-
treated  cells:  *p <  0.05, **p <  0.01, ***p <  0.001.
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concentration  of  active  chemotherapeutic  agents below  the
apoptogenic  threshold  [39,41] .

We have explored  the  ability  of  COX-2 inhibitors  to  modulate
drug  accumulation.  We have found  that  the  incubation  of  the  cells
with  nimesulide  and NS-398 reduces the  intracellular  accumula-
tion  of  Rh 123, a ßuorescent  tool  commonly  used to  evaluate
chemoresistance  due to  enhanced drug  efßux  towards  the
extracellular  environment  [42] . However,  we  did  not  conÞrm
the  same ability  for  celecoxib,  which  very  mildly  affects drug  efßux
only  at  the  highest  concentration.  Besides, when  we  examined  the
expression  of  the  two  most  ubiquitously  up-regulated  multidrug
resistance proteins  in  cancer cells, MDR-1  and MRP-1, we  could  not
Þnd any protein  up-regulation,  although  their  mRNA levels  were
paradoxically  strongly  increased, even in  the  case of  nimesulide
and NS-398. These Þndings  do not  support  the  hypothesis  that  an
exacerbated  phenomenon  of  drug  extrusion  may  be generally
responsible  for  the  inhibition  of  apoptosis  by  COX-2 inhibitors.
Similarly,  initial  data does not  support  the  fact  that  reduced  drug
import  may  be implicated.  COX-2 inhibitors  appear less effective  in
protecting  cells from  apoptosis  induced  with  puromycin,  a protein
synthesis  inhibitor  (supplemental  Fig. 4). These Þndings  suggest
that  the  neosynthesis,  rather  than  a down-regulation,  of  proteins  is
implicated;  moreover,  they  indicate  that  the  up-regulation  is a
reversible  event.  Besides, we  did  not  observe any modulation  of
CTR-1 protein  (importing  chemotherapeutic  agents including
cisplatin  [43] ), which  has been previously  found  up-regulated
by  celecoxib  [21] . However,  further  investigations  are required  to
exclude  that  other  importers  may  be involved.  Moreover,  other
mechanisms  may  also be potentially  implicated.  Amongst  them,
we  may  consider  regulation  of  phases I and II  drug  metabolism
[44] . In  this  context,  good candidates  for  investigation  are the
superfamily  of  the  cytochromes  P450 (CYPs) [45,46]  and the  group
of glutathione  S-transferases  (GST) [47] .

COX-2 inhibitors  may  produce  their  effects dependent  on or
independent  of  the  COX-2 enzyme.  The evidence  we  collected  are
in  favor  of  an off-target  effect.  We demonstrate  here that  the  low
basal PGE2 production  in  U937  cells, our  main  cell  model,  is not
modulated  by  the  incubation  with  COX-2 inhibitors,  even when
they  are used at  very  high  concentrations;  in  addition,  the  non
active  analog of  celecoxib,  2,5-dimethyl  celecoxib  [30] , is similarly
able to  protect  cells against  apoptosis.  The anti-apoptotic  potential
of  COX-2 inhibitors  is not  limited  to  a speciÞc cell  type,  since
different  hematopoietic  cancer cell  models  appear similarly
modulated.  The panel  of  selected hematopoietic  cell  lines
investigated  is heterogeneous  for  biological  characteristics  as well
as for  COX-2 protein  expression.  The fact  that  COX-2 inhibitors,
nevertheless,  generally  counteract  apoptosis  reinforces  our  evi-
dence that  the  phenomenon  is unrelated  to  COX-2 enzyme
inhibition.  Besides, it  implies  that  the  anti-apoptotic  potential  of
COX-2 inhibitors  is ubiquitous;  however  the  current  lack  of  a
general  target  makes also impossible  to  predict  which  cells might
be mostly  sensitive.

A very  recent  study  showed  an ability  of  celecoxib  to  down-
regulate  an importer  speciÞc for  cisplatin  in  an adherent  cancer cell
model  [21] . Taken together,  our  and other  Þndings  encourage
speculation  that  COX-2 inhibitors,  in  opposition  to  previous
reports,  may  exert  anti-apoptotic  effects in  a large and heteroge-
neous group  of  cancers where  the  exacerbation  of  various
chemoresistance-related  phenomena  plays  a determining  role.

The mean blood  concentration  of  nimesulide  is estimated  as
20 mM  (6 mg/ml)  after  administration  of  100 mg  nimesulide,  with
peaks of  37.6 mM  (11.6  mg/ml)  after  one week  of  treatment  [48] .
These values refer  to  the  intake  of  the  compound  for  anti-
inßammatory  purposes taking  into  account  the  plasma  proteins
binding.  However,  at  the  sites of  inßammation  the  effective
concentration  is expected  to  be higher,  as observed for  other

compounds  normally  bound  by  albumin,  due to  the  lower  pH [49] .
In  our  hands, the  anti-apoptotic  effect  of  nimesulide  is already
signiÞcant  from  a minimum  concentration  of  10 mM  (in  presence
of 10% FCS), thus  in  the  range of  therapeutic  concentrations.
Subjects exposed to  chemotherapeutic  protocols  typically  develop
inßammatory  conditions  as a consequence of  macrophage
engulfment.  Thus, it  is conceivable  that  the  effective  concentration
of these compounds  in  the  tumor  microenvironment  may  even be
higher.  Besides, different  COX-2 inhibitors  are currently  under
investigation  for  anti-cancer  strategies.  In  this  instance,  the
administration  of  higher  concentrations  is under  evaluation.  At
the  light  of  these considerations,  the  administration  of  these anti-
inßammatory  agents in  association  with  chemotherapeutic  agents
should  be carefully  re-evaluated.
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It is well admitted that the link between chronic inßammation and cancer involves cytokines and mediators of inßammatory
pathways, which act during the di! erent steps of tumorigenesis. The cyclooxygenases (COXs) are a family of enzymes, which
catalyze the rate-limiting step of prostaglandin biosynthesis. This family contains three members: ubiquitously expressed COX-
1, which is involved in homeostasis; the inducible COX-2 isoform, which is upregulated during both inßammation and cancer;
and COX-3, expressed in brain and spinal cord, whose functions remain to be elucidated. COX-2 was described to modulate
cell proliferation and apoptosis mainly in solid tumors, that is, colorectal, breast, and prostate cancers, and, more recently, in
hematological malignancies. These Þndings prompt us to analyze here the e! ects of a combination of COX-2 inhibitors together
with di! erent clinically used therapeutic strategies in order to further improve the e"ciency of future anticancer treatments. COX-
2 modulation is a promising Þeld investigated by many research groups.

1. Introduction: Inßammation and
Cancer are Linked

Inßammation is the major reaction of natural immunity with
the goal to defend the organism against pathogens. It can be
induced upon bacterial infections by compounds including
lipopolysaccharides, as well as by viruses, which are detected
by Toll-like receptors (TLRs), expressed by immune cells
like macrophages. Besides, inßammation can be triggered
by physical injuries (i.e., UV) or chemical compounds (i.e.,
reactive oxygen species) [1]. The activation of speciÞc recep-
tors triggers intracellular signals (i.e., NF! B, p38, or MAPKs-
mediated), which regulate pro-inßammatory cytokine expre-
ssion, such as interleukin 1 beta (IL1" ), tumor necrosis factor
alpha (TNF#), interleukin 6 (Il6), together with chemokines
and cell adhesion proteins [1], in turn, leading to the
recruitment and the activation of immune cells.

Several diseases are associated to chronic inßamma-
tion, such as osteoarthritis, CrohnÕs disease, and cancer
[2]. Although the Þrst evidence of a connection between
inßammation and cancer dates back to more than a century

ago [3], only recently, this link has been further investigated,
thus evidencing that the incidence of several cancers is
tightly associated to inßammation such as colon, breast, and
prostate cancers [4Ð6]. This hypothesis is supported by the
Þndings that the tumor microenvironment is characterized
by the inÞltration with di! erent types of immune cells (i.e.,
dendritic cells, lymphocytes, and macrophages) responsible
for the release of cytokines [1]. The role of these cytokines
in tumor incidence has been established in many studies.
For example, the overexpression of TNF# in transgenic
mice bearing a lung tumor is associated with an increase
of the size of the tumor [7]. Moreover, a chronic intake
of nonsteroidal antiinßammatory drugs (NSAIDs) leads to
a signiÞcant reduction in the incidence of such tumors.
Colorectal cancer (CRC), which remains an important cause
of death in the industrialized world, is one of the most
characterized types of tumor that beneÞts from treatment by
NSAIDs [8]. Interestingly, chronic use of aspirin is reported
to reduce the relative risk of CRC by about 50% [9]. Familial
adenomatous polyposis, an inherited form of colon cancer,
is characterized by the development of preneoplastic polyps.
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At the molecular level, this disease is caused with a mutation
of a tumor suppressor gene called Adenomatous polyposis
coli (APC). It has been shown that the use of NSAIDs, like
sulindac, as a chemopreventive treatment, is able to decrease
the incidence of polyp formation [10]. Similar results were
obtained with celecoxib [11], which is now approved by the
Food and Drug AdministrationÕs Oncologic Drugs Advisory
Committee as an adjuvant in FAP therapy.

A body of evidence indicates a role for inßammation
in the development/modulation of di! erent steps of cancer
progression. Inßammation may play a role in tumor initia-
tion by triggering the production of reactive oxygen species
(ROS), responsible for DNA damage, thus increasing the
rate of mutations [12]. It may also be implicated in tumor
promotion, where inßammation triggers the secretion of
growth factors, such as the epithelial (EGF) and Þbroblast
growth factors (FGF). These, in turn, favor the proliferation
of initiated tumor cells by determining an imbalance between
cell proliferation and cell death stimuli [6], due to the
activation of di! erent cell survival pathways [7].

Besides, the di!erent cytokines produced during inßam-
mation (i.e., TNF!, IL1 " , IL6, and IL8) can also activate
several survival pathways, thus leading to an escape of tumor
cells from cell death. Well known is the case of TNF!,
produced by tumor and immune cells, which leads to the
survival of cancer cells by the upregulation of antiapoptotic
proteins, that is, Bcl-2 [13Ð15],via the activation of the
nuclear factor kappa B (NF#B) [16]. The modulation of
pro-survival pathways or anti-apoptotic proteins makes the
expression/activation of such proinßammatory mediators
also a determining factor in chemoresistance. A constitu-
tive activation of such proinßammatory factors has been
frequently found in many cancers, such as hepatocellular
carcinoma [17], prostate cancer [18], as well as chronic and
acute myeloid leukemia [19], where it is frequently associated
with a bad prognosis. In these instances, the modulation
of Bcl-2 anti-apoptotic family members has been frequently
shown [13Ð15, 20].

Amongst the di! erent mediators of inßammation, the
cyclooxygenases (COXs) clearly appear to be implicated in
cancer. This review focuses on COX-2, the inducible form,
normally induced and implicated in inßammation, and
intends to analyze what is currently known about the link
between COX-2 and cancer, in terms of e! ects on cell pro-
liferation and cell death. In this view, we will focus our
attention on studies analyzing the e! ects of COX-2 inhibitors
on cancer cells, when used alone as well as in combination
with therapeutic approaches, including radiotherapy, chem-
otherapeutic agents, and photodynamic therapy. Finally, we
will consider the relevance of COX-2-independent e! ects.

2. The Cyclooxygenase Enzyme Family

Cyclooxygenases (or prostaglandin H synthases), commonly
referred to as COXs, are a family of myeloperoxidases located
at the luminal side of the endoplasmic reticulum and nuclear
membrane [21], which catalyze the rate-limiting step of
prostaglandin biosynthesis from arachidonic acid [21]. These
enzymes act by two coupled reactions. The Þrst one is the

conversion of arachidonic acid released from the plasma
membrane by phospholipase A2 to prostaglandin G2 by
the cyclooxygenase activity. The second reaction is mediated
by the peroxidase activity and leads to the conversion
of prostaglandin G2 to prostaglandin H2. Then, di! erent
synthases convert prostaglandin H2 to prostaglandin D2,
F2!, E2, I2, and thromboxane A2 (Figure 1).

Prostanoids (prostaglandins and thromboxanes) are
immediately released from the cells, where it is believed
that they act locally in an autocrine and paracrine manner
through di! erent receptors activating di! erent intracellular
pathways still to be completely elucidated (Figure 1) [22].
Prostaglandins, speciÞcally, are important for physiological
functions like vasodilatation (PGD2, PGE2, PGI2), gastric
cytoprotection (PGI2), maintenance of renal homeostasis,
and platelet aggregation. Besides, prostaglandins play a
major role in mediating fever (PGE2), pain sensitivity, and
inßammation [21].

So far, three isoforms of COXs have been identiÞed.
Cyclooxygenase-1 (COX-1) is a glycoprotein of 71kDa, which
is constitutively expressed in di! erent tissues. COX-1 is
encoded by a gene on chromosome 9 and plays a role in tissue
homeostasis by modulating several cellular processes ranging
from cell proliferation to angiogenesis or platelet aggregation
due to thromboxane production [21].

Cyclooxygenase-2 (COX-2) is the inducible isoform,
which is regulated by growth factors and di!erent cytokines
such as IL1" , IL6, or TNF! [23], therefore overexpressed
during inßammation. The COX-2 gene is located on chro-
mosome 1 and its promoter displays an NF#B response
element as well as other cytokine-dependent (i.e., IL6)
response elements [21]. The protein shows a 60% homology
with COX-1 [24]; in addition, COX-2 presents a C-terminal
extension and a di! erent binding site for NSAIDs, which
makes COX-2 a preferential target compared to COX-1, thus
being speciÞcally inhibited at lower doses [25].

Finally, COX-3 has been identiÞed as a splice variant of
COX-1, and it is present mainly in brain and spinal cord
[26, 27]. Currently, the role of COX-3 is not known. Some
pieces of evidence suggest a possible role in pain sensitivity,
based on studies focused on the mechanism of action of
acetaminophen (paracetamol), recently evoked as a selective
inhibitor of COX-3 [28]. However, this hypothesis is debated
because other Þndings argue that acetaminophen targets at
the same time COX-2 [29].

3. COX-2 As a Tumor Promoter and a Good
Candidate for Cancer Therapy

Overexpression of COX-2 has been detected in a number
of tumors, such as colorectal breast as well as pancreatic
and lung cancers [2, 30Ð32], where it correlates with a
poor prognosis. Moreover, overexpression of COX-2 has
been reported in hematological cancer models such as
RAJI (BurkittÕs lymphoma) and U937 (acute promonocytic
leukemia) [33,34] as well as in patientÕs blast cells [32,34].
Data suggested that COX-2 may play a role in di! erent steps
of cancer progression, by increasing proliferation of mutated
cells [30], thus favoring tumor promotion as well as by
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Figure 1:Metabolism of arachidonic acid by COX-2 and receptors implicated in response to prostaglandins(according to Chandrasekharan et
al. [21]). Prostaglandins act through di!erent receptors to mediate their e! ects. PGE2 is able to bind four receptors (EP1, 2, 3, and 4). These
receptors do not possess the same ligand a"nity and their expression is tissuedependent. The di! erent receptors are associated with di! erent
intracellular pathways. Most of these receptors are localized in the plasma membrane but nuclear receptors PPAR" can also bind PGJ2.
Abbreviation: COX-2, cyclooxygenase-2; PG, prostaglandin; FP, prostaglandin F receptor; DP, prostaglandin D receptor; EP, prostaglandin E
receptor; IP, prostaglandin I receptor; PPAR, peroxisome proliferator-activated receptor; NSAIDs, nonsteroidal anti-inßammatory drugs.

a! ecting programmed cell death and a! ecting the e"cacy
of anticancer therapies [35Ð39] to be, Þnally, implicated in
metastasis formation, for example, by a! ecting apoptosis
induced by loss of cell anchorage (anoikis) [40].

COX-2 induction or overexpression is associated with an
increased production of PGE2, one of the major products of
COX-2 which is known to modulate cell proliferation, cell
death, and tumor invasion in many types of cancer including
colon, breast, and lung. Prostaglandin E2 acts through
di! erent membrane receptors called EP receptors (EP1, EP2,
EP3, and EP4) [41]. These receptors are all located on
the cell surface and characterized by seven-transmembrane
domains, and rhodopsin-type G protein-coupled receptors,
but trigger di! erent signaling pathways. Thus, it is known
that EP1 signaling acts through phospholipase C/inositol
triphosphate signaling, leading to intracellular mobilization
of calcium. EP2 and EP4 receptors are coupled with G
proteins which activate adenylate cyclase, leading to an
increase of intracellular cAMP [41]. cAMP is then able to
activate kinases such as protein kinase A (PKA) or PI3K for
example, and also GSK3 leading to an activation of$-catenin,
a pathway regulating cell proliferation [42,43]. In contrary
to EP2 and EP4, EP3 is coupled with Gi protein, leading
to an inhibition of adenylate cyclase, and thus a decrease
of cAMP inside the cells [41]. The di! erential expression
of these di! erent receptors according to the cell type may
explain the diverse and antagonist e!ects of PGE2 described
in literature.

Until now, there are multiple evidences about the role
of PGE2 in tumorigenesis in some cancers. These evidences

are mostly described for adherent tumors while this link
is poorly understood for hematopoietic malignancies such
as leukemia or lymphoma. Indeed, several papers have
reported that PGE2 is the most important prostaglandin
produced during colorectal carcinogenesis [44]. Moreover, it
is known that the level of PGE2 increases in a size-dependent
manner in Familial Adenomatous Polyposis (FAP) patients
[45], suggesting a correlation between tumor growth and
prostaglandin biosynthesis. Tumorigenesis is characterized
by a disequilibrium between cell proliferation and cell death.
PGE2 is able to inhibit apoptosis in human colon cancer
cells. It has been demonstrated that PGE2 can upregulate
the level of the anti-apoptotic protein Bcl-2 in HCA-7 cells
(adenocarcinoma), which produce signiÞcant amounts of
PGE2. This paper described a modulation of the MAPK
pathway that precedes the upregulation of Bcl-2 [46]. PGE2
can mediate its e! ect through EGF receptor, leading to
MAPK activation. The ability of PGE2 to modulate tumor
progression in colorectal cell has been shown in other
models of colon cancer such as HT-29 cells that express
EP receptors. In this cell type, PGE2 is associated with an
increase of cAMP through EP4 receptor. The e! ect can be
reversed by L-161982, an antagonist of EP4 [47]. Moreover,
PGE2 transactivates EGFR by triggering the release of
amphiregulin, a well-known EGFR ligand [48]. SC-236, an
inhibitor of COX-2, is able to inhibit cell proliferation of
HT-29 cells and this e! ect is greater in combination with an
amphiregulin neutralizing antibody [47]. In this cell line, the
expression of amphiregulin is correlated to the expression of
COX-2.
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The transactivation of EGFR by PGE2 can lead also to AKT
activation, which is a well-known survival pathway [49].
This e! ect was well described in a study by Tessner et al.
[50] demonstrating that 16,16-dimethyl PGE2 (dmPGE2)
inhibits radiation-induced apoptosis in the mouse intestinal
epithelium. Using HCT-116 cell line as a model to reßect
the e! ect on mouse small intestine, it has been shown
that the anti-apoptotic e! ect of dmPGE2, which is known
to bind EP2, was tightly related to AKT phosphorylation
through activation of EGFR and leads to an inhibition of
Bax translocation in mitochondria, an important step for
apoptosis [51].

PGE2 modulates also tumor growth of lung cancer. This
e! ect has been described by Yamaki et al. [52] showing
that PGE2 activates Src kinase in A549 cells, leading to
an induction of cell growth. These cells express EP3 that
activates Src (sarcoma) kinase. This study has demonstrated
that the activation of Src leads to an activating phosphory-
lation of STAT3, a transcription factor known to regulate
cyclin D1 transcription, an important positive regulator
of cell proliferation. Apoptosis can be inhibited because
STAT3 regulates the transcription of Bcl-XL, a well-known
anti-apoptotic protein [53]. Moreover, Src phosphorylates
p27, a protein known to inhibit cell cycle progression
especially at the G1/S transition [54]. However, it has been
recently shown that this protein plays a dual role as the
unphosphorylated form of p27 inhibits the cell cycle, and
thus cell proliferation. If phosphorylation occurs on T157
and T198 by PI3K (phosphoinositide 3-kinase), it triggers
cell cycle transition by stabilizing the cyclin D1/cdk4 complex
[55]. Thus phosphorylation of S10 appears to be important
for other phosphorylation steps and it has been hypothesized
that Src kinase can play this role [55]. Moreover, it is
known that phosphorylation of p27 is responsible also for
its degradation by the proteasome [56]. All together these
data suggest that PGE2 increases cell proliferation via p27
phosphorylation through EP4 receptors.

Nonsmall lung cancer is characterized by a Ras mutation
correlated with a poor prognosis [57]. Activation of Ras leads
to an upregulation of COX-2 resulting in increased PGE2
production [58]. PGE2 increases cell proliferation of A549
cells (adenocarcinoma) and this e! ect is associated with an
activation of Ras pathway via EP4 receptor. In this case, PGE2
mediates its e! ect by the release of amphiregulin, the most
abundant ligand in A549 cells [59]. EGFR activation leads to
activation of MAPK pathway that regulates cell proliferation
by transactivating several oncogenes such as c-myc [60].

PGE2 is also important for tumor invasion. A study by
Ma et al. [61] described that PGE2 can increase the number
of metastasis. This e! ect has been demonstrated in a model
in which murine mammary tumor cells 66.1 were injected
in syngenic immune competent BALB/CByJ mice. All these
cell lines express EP1, 2, 3, and 4. The use of EP4 antagonists
(AH23848 and AH6809) decreased surface tumor colonies
and reduced tumor invasion. Another study has revealed that
PGE2 increases the level of VEGF in granuloma [62]. VEGF
is an important factor of angiogenesis, and thus of tumor
progression by enhancing the vascularization of the tumors
[63].

Alltogether these data together suggest that PGE2 and,
thus, COX-2 play an important role in tumor progression
by enhancing cell proliferation, cell survival, and tumor
invasion. The diversity of PGE2 receptors and their di! erent
signaling pathways suggest that the protumorigenic e!ect
of PGE2 depends on the cell type and the type of receptor
expressed. Until now, many signaling pathways associated
with tumor progression are linked to PGE2 and this could
explain why the use of COX-2 inhibitors is a good strategy
in cancer therapy. However, the signaling pathways of EP
receptors are not completely characterized and their precise
roles in the di! erent cancers remain to be elucidated before a
clinical application.

COXs may be targets of several compounds that may
inhibit their functions. Combination of such preferential or
selective COX-2 inhibitors with anti-cancer agents already
used in clinics were tested with the goal to improve the
e"ciency of anti-cancer protocols.

COX-2 is the preferential target of several NSAIDs
(Figure 2) [64, 65]. Historically, NSAIDs used for clinical and
anti-inßammatory purposes were represented by the nonse-
lective COX-2 inhibitors, to which belong aspirin, sulindac
acid and, more recently, agents such as nimesulide, ibuprofen
and naproxen. As their deÞnition well reßects, this Þrst
generation of NSAIDs may a! ect both main COXs isoforms,
even if preferentially COX-2 (see above). Their mechanisms
of action are not all completely elucidated, complicated by
the fact that di!erent agents seem to act in di!erent ways.
For example, di! erent NSAIDs bind the active site of COX-
2. Commonly, binding occurs by a reversible competitive
inhibition (i.e., ibuprofen, naproxen, and indomethacin).
In contrast, aspirin is able to acetylate the active site of
COX at a serine residue, leading to an irreversible inhibition
(see Figure 2, summarizing the classiÞcation of COX-2
inhibitors mentioned in this review). Considerable side
e! ects generated by the interference with homeostatic func-
tions modulated by COX-1 include increased incidence of
gastrointestinal hemorrhage and ulceration upon chronic or
long-time intake [66]. A novel generation of COX-2-selective
inhibitors NSAIDs termed ÒCoxibsÓ was then developed.
These compounds promised to be much less gastrotoxic.
They act as competitive inhibitors of the active site of
COX-2 and present indeed a higher speciÞcity. However,
concerns related to a long-time/chronic intake of these
drugs raised quite soon, following some clinical reports,
suggest a correlation between an increased risk of myocardial
infarction and their consumption [67]. This has lead to
the voluntary withdrawal of some of these agents, that is,
rofecoxib and valdecoxib [68], and drastic regulatory advices
regarding the use of the other ones, thus opening a discussion
on the real beneÞts versus side e! ects of their use in clinics.
Consequently, studies focused on the use of traditional
versus COX-2-selective NSAIDs, frequently associated to the
elaboration of economical models, have been performed in
these latest years, with the aim to evaluate the real risks
together with the coste! ectiveness and, possibly, identify
classes of users/patients where regular NSAIDs intake may be
beneÞcial. Although, further analyses need to be performed,
a number of reports suggest that Coxibs may really increase
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Figure 2: COX-2 inhibitor classiÞcation.COX-2 is the target of many compounds. COX-2 inhibitors described in this review are classiÞed
according to their ability to inhibit COX-2: nonselective (green), selective (pale blue), and preferential (grey).
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cardiovascular risks only in patients presenting a positivity
to other cardiovascular factor risks, as high blood pressure
and altered lipid metabolism [69Ð73]. These results suggest
that their use should be limited to patients with a low risk
of cardiovascular complications after analysis of multiple
biomarkers [Chaiamnuay et al., 2006, clinical reviews].
Therefore, the future perspective in the pharmacological
use of preferential versus selective COX-2 inhibitors is the
identiÞcation of a panel of interesting biomarkers, helping
in deÞning individual biological risk factors and limiting the
use of a speciÞc class of COX-2 inhibitors to the appropriate
responders [74, 75]. This approach will have a considerable
implication in therapy as well as in chemoprevention of
inherited forms of colon cancer.

It is interesting to mention that recent alternative
approaches have been considered. Strillacci et al. [76] and
Chan et al. suggested RNA interference using adenoviral
vehicles. Moreover, other selective COX-2 inhibitors have
been developed and experimentally used: SC-558 [35] ,
DUP-697 [77], SC-58125 [78], and NS-398 [8]. Some of
them induce an irreversible inhibition. This is the case for
NS-398, which acts by inducing a conformational change
of COX-2 [25] (Figure 2). Another strategy discussed in
literature could be the use of EP receptor antagonists. Indeed,
it has been demonstrated that EP antagonists can decrease
cell proliferation and cell invasion [47, 61, 79]. This could be
a more speciÞc strategy that could limit the other side e! ects
of classic COX-2 inhibitors.

4. COX-2 As a Regulator of Cell Proliferation

Cell cycle is regulated by di!erent serine-threonine kinase
proteins called cyclin-dependent kinase (Cdk). These pro-
teins regulate the di! erent steps of cell cycle progression
by phosphorylating many substrates (i.e., nuclear lamins)
[54]. These proteins are regulated by phosphorylation and
dephosphorylation. Thus, Cdks can be activated by phos-
phatases such as CDC25C (cell division cycle 25 homolog
C) for CDK1 or kinase like CAK (Cdk activating kinase).
The activity of cdks is also regulated by cyclins, which form
heterodimers with cdks leading to an activation of Cdks by
conformational change [54,80].

Cell cycle is under the control of other factors, implicated
in the regulation of cell cycle transition. These regulatory
mechanisms form checkpoints where the cell cycle can be
stopped after cellular damage in order to allow repair and
to maintain cellular integrity or, alternatively, to eliminate
mutated and potentially dangerous cells. The INK4 family
(p16, p15, p18, and p19) and the Cip/Kip family (p21, p27,
and p57) [54,80, 81] are key regulators of G1/S transition.
For example, after DNA damage, p53, a tumor suppres-
sor gene, activates transcription of p21, which inhibits
cyclin E phosphorylation leading to hypophosphorylation
of retinoblastoma protein (pRb) [81]. INK4 family inhibits
Cdk4 and Cdk6, whereas Cip/Kip family inhibits all Cdks.
Retinoblastoma protein needs to be phosphorylated in order
to release transcription factor E2F activating genes involved
in the S phase-like PCNA (proliferating cell nuclear antigen)
[82]. p53 is also important for the regulation of the G2/M

transition, which requires activation of the cyclin B-cdk2
complex. This complex accumulates during the previous step
of the cell cycle but is inactivated by a phosphorylation
at tyrosine 15 and threonine 14 by Wee 1 and Myt 1.
These phosphate groups are removed by the phosphatase
CDC25A when cells enter mitosis. In the case of DNA
damages, p53 is activated and increases the level of p21
that is directly inhibiting cdk2. Moreover, 14-3-3 protein,
a transcriptional target of p53, leads to a sequestration of
cdk2 in the cytoplasm [83]. Other mechanisms involved in
the regulation of the G2 checkpoint or the mitotic spindle
checkpoint are reviewed by Stewart et al. [54].

Cancer cells are characterized by deregulation of the cell
cycle via alteration of cell cycle controllers (cyclins) and cell
cycle regulators (p53) [54], resulting in a perturbation of cell
cycle checkpoints.

Currently, there is evidence that prostaglandins produced
by COX-2 intervene in tumor cell proliferation as NSAIDs
and selective COX-2 inhibitors inhibit proliferation of
di! erent cancer cell types expressing COX-2 [30]. NS-398,
a COX-2 speciÞc inhibitor, was described to reduce cell
proliferation of MC-26 cell line, a highly invasive mouse
CRC cell model expressing constitutively COX-2 [8]. This
e! ect was associated with a reduction of cyclin D level, a
key protein involved in G1-S transition [54], and PCNA,
thus increasing the processivity of DNA polymerase [82].
NS-398 and COX-2 speciÞc inhibitor nabumetone reduced
cell proliferation of U937 (acute promonocytic leukemia)
and ML1 (human myeloblastic leukemia), thus leading to an
accumulation in G0/G1 phase [33]. Interestingly, meloxicam
was also able to downregulate PCNA and cyclin A in HepG2
cell line (hepatocellular carcinoma cells), leading to an
inhibition of the cell proliferation and an accumulation of
the cells in G0/G1 phase of cell cycle [84]. Alternatively,
the link between COX-2 and CRC has been demonstrated
by the fact that prostaglandin E2 (PGE2) derivating from
COX-2-mediated arachidonic acid metabolism increased the
proliferation of colorectal cancer cells [85].

The inhibitory e! ect of NSAIDs on cell proliferation
of CRC has been also observed in ovarian cancer. Indeed,
treatment of OVCAR-3 tumors xenotransplanted in nu/nu
mice (nude mice) with aspirin and piroxicam (NSAIDs) and
the selective COX-2 inhibitor meloxicam led to a reduction
of tumor growth [86].

It has been estimated that 40% of breast cancers show
an overexpression of COX-2, which is associated with a bad
prognosis [5]. Indomethacin (NSAIDs), celecoxib, rofecoxib
and nimesulide have been shown to able to inhibit cell prolif-
eration of these cells [5]. Moreover, prostaglandins were able
to increase cell proliferation of hormonal-dependent breast
cancer by increasing transcription of CYP19 aromatase
implicated in estrogen biosynthesis [87].

Several studies revealed that inhibition of COX-2 by
celecoxib in BurkittÕs lymphoma cell lines RAJI, BjAB,
(Epstein-Barr virusnegative), and BL41 led to a reduction
of cell proliferation [34]. NS-398 and celecoxib were able to
reduce proliferation of pancreatic cancer cell line, Panc-1 in
a dose-dependent manner [88]. Treatment with celecoxib of
these cells implanted into nude mice led to a reduction of
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