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I. - Introduction 

I. 1. - La " -glutamyltransférase 

I. 1. 1. - Structure de la "-glutamyltransférase 

 

La  "-glutamyltransférase (GGT) est une enzyme (EC 2.3.2.2) membranaire dimérique, 

amphiphile et fortement glycosylée (Meister et al., 1981). Elle est composée de deux chaînes 

polypeptidiques formant une sous-unité lourde et une sous-unité légère (Figure 1). La GGT 

est ancrée à la surface externe des membranes cellulaires par un seul segment hydrophobe 

situé à l’extrémité N-terminale de la sous-unité lourde (Matsuda et al., 1983). Les deux sous-

unités sont associées par des liaisons non-covalentes et sont issues d’un précurseur qui va 

subir un clivage protéolytique pour aboutir à la forme mature de la protéine.  

Le clivage protéolytique du précurseur de la GGT est activé dans le réticulum endoplasmique, 

et l’addition de galactose, de glucose et d’acide sialique se fait dans l’appareil de Golgi. La 

glycosylation de l’enzyme est un élément déterminant pour son transfert intracellulaire 

(Barouki et al., 1984), mais elle n’est pas nécessaire à la protéolyse spécifique du précurseur 

(Nash and Tate 1984). Smith et Meister ont démontré que les formes déglycosylées de la 

GGT de foie de rat et de porc montrent les mêmes activités catalytiques que l’enzyme native 

(Smith and Meister 1994). Elles sont cependant plus sensibles à l’action de protéases.  

 

La structure cristallographique de la GGT d’Escherichia coli (E. coli) a récemment été 

déterminée (Okada et al., 2006) (Figure 1). La GGT d’E. coli possède une structure primaire 

et des caractéristiques enzymatiques similaires à la GGT des mammifères (Suzuki et al., 

1986b ; Suzuki et al., 1989). Il y a cependant deux principales différences entre la GGT de 

mammifère et la GGT d’E. coli. Premièrement, le précurseur de la GGT d’E. coli possède un 

peptide signal (Suzuki et al., 1989) dirigeant son export vers l’espace périplasmique où elle 

reste (Suzuki et al., 1986a), alors que la GGT des mammifères est transmembranaire et est 

ancrée à la membrane cellulaire (Hughey and Curthoys 1976). Deuxièmement, la GGT des 

mammifères est glycosylée de manière hétérogène, alors que la GGT d’E. coli. n’est pas 

glycosylée (Taniguchi and Ikeda 1998). 
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Figure 1 : Structure cristallographique de la "-glutamyltransférase d’E. coli. 

La GGT est un hétérodimère composé de deux chaînes polypeptidiques formant une sous-

unité lourde (en bleu) et une sous-unité légère (en vert). Un côté de la sous-unité légère est 

entouré par la sous-unité lourde. L’hétérodimère a un noyau composé d’un empilement de 

brins % et d’hélices !. Les brins % des sous-unités lourdes et légères forment les deux feuillets 

% centraux, qui sont entourés par les hélices ! (Okada et al., 2006). 
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I. 1. 2. - Fonctions de la "-glutamyltransférase 

 

La GGT est une enzyme de grande importance dans le diagnostique médicale. Les essais 

biochimiques, qui mesurent l’activité GGT dans le sang sont souvent utilisés pour mesurer les 

dégâts du foie, comme par exemple ceux trouvés dans le carcinome hépatocellulaire ou dans 

le foie alcoolique. Une augmentation de la GGT est trouvée dans la circulation quand le foie 

est endommagé (Whitfield 2001). 

En 1996, l’équipe de Lieberman développe un modèle de souris transgéniques déficientes en 

GGT (souris « knock out ») (Lieberman et al., 1996). Ces souris présentent une concentration 

de glutathion élevée (en anglais glutathionuria), un retard de croissance, sont sexuellement 

immatures et meurent prématurément (Harding et al., 1997 ; Lieberman et al., 1996). Chez les 

humains, 7 patients avec une déficience en GGT ont été reportés jusqu’à aujourd’hui 

(Goodman et al., 1971 ; Hammond et al., 1995 ; Wright et al., 1980). Ces patients sont 

mentalement retardés et montrent des concentrations de glutathion, de "-glutamylcystéine et 

de cystéine (Cys) élevées dans l’urine.  

 

La fonction principale de la GGT est de catalyser le transfert d’un groupement "-glutamyl 

d’un composé donneur, tel que le glutathion (GSH) ou le leukotriène (LT) C4 (LTC4), à des 

accepteurs comme des acides aminés  (Figure 2).  

 

Le glutathion, un antioxydant ubiquitaire, formé de glycine (Gly), de Cys et de glutamate 

(Glu), ne peut pas entrer dans la cellule sans être métabolisé par la GGT. En dehors de 

l’hydrolyse du glutathion extracellulaire et donc de l’approvisionnement des cellules en 

précurseurs du glutathion, notamment en Cys, la GGT intervient également dans la voie des 

acides mercapturiques et dans la conversion du leukotriène LTC4 en LTD4 (Lash 1994 ; 

Orning et al., 1980 ; Shaw and Newman 1979) et participe probablement au transport 

transmembranaire des acides aminés (Orlowski and Meister 1970). 

 

I. 1. 2. 1. - Le glutathion 

 

Le glutathion (GSH) est un tripeptide comprenant un groupement carboxylique en position "  

 



 - 4 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Cycle du glutathion ou cycle de Meister (Meister and Anderson 1983). 

Le cycle de Meister ou cycle du glutathion (GSH) est constitué de six réactions enzymatiques 

responsables de la synthèse et de la dégradation du glutathion. 
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de la chaîne latérale du Glu qui établit la liaison peptidique avec la Cys (Figure 3). Il s’agit du 

N-(N-L-gamma-glutamyl-L-cystéinyl)-glycine, décrit pour la première fois par de Rey-

Pailhade en 1888. 

 

La synthèse et la dégradation du glutathion (Meister and Anderson 1983) sont régulées par 6 

réactions enzymatiques constituant le cycle du glutathion ou cycle de Meister (Figure 2) : 

 

! La synthèse du glutathion intracellulaire requiert la présence de deux enzymes et de 

trois acides aminés, la Gly, le Glu et la Cys. Ce dernier étant le substrat limitant de la 

réaction. Le glutathion est synthétisé par l’action consécutive de deux enzymes : la "-

glutamylcystéine synthétase ("GCS, EC 6.3.2.2) et la glutathion synthétase (GS, EC 

6.3.2.3). L’activité "GCS détermine le taux de synthèse du glutathion ; elle catalyse la 

formation du dipeptide "-glutamylcystéine à partir du Glu et de la Cys. Cette réaction 

est inhibée par un rétrocontrôle négatif du glutathion sur la "GCS. La GS quant à elle 

catalyse la fixation d’une molécule de Gly sur le groupement "-glutamylcystéine. 

 

! La dégradation du glutathion extracellulaire est initiée par la GGT, seule enzyme 

capable de cliver la liaison "-glutamyl du tripeptide. Cette réaction libère le résidu "-

glutamyl et le dipeptide cystéinylglycine (CysGly). 

 

Le CysGly synthétisé peut être clivé par une dipeptidase membranaire en Cys et en Gly. Ces 

acides aminés peuvent alors être transportés dans la cellule et servir à la synthèse de novo du 

glutathion. Le résidu "-glutamyl est transféré sur un acide aminé accepteur ce qui conduit à un 

acide aminé "-glutamylé pouvant être transporté dans la cellule puis transformé par la "-

glutamylcyclotransférase en l’acide aminé correspondant et en 5-oxoproline. La 5-oxoproline, 

sous l’action de la 5-oxoprolinase (EC 3.5.2), est décyclisée et génère le Glu. 

 

Le glutathion est l’antioxydant le plus important de notre corps grâce à son groupement thiol 

(-SH) très réactif. Il existe dans une forme réduite (GSH) et dans une forme oxydée (GSSG), 

les deux étant en équilibre l’une avec l’autre (Figure 4). Lors d’un stress oxydant (par 

exemple l’H2O2), deux molécules de glutathion réduit (GSH) sont oxydées en glutathion 

oxydé (GSSG) par la glutathion peroxydase tandis qu’une molécule de peroxyde d’hydrogène 

(H2O2) est réduite en eau. La forme oxydée du glutathion (GSSG), qui correspond à  
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Figure 3 : Structure du glutathion.  

 

Le glutathion (L-"-glutamyl-L-cystéinylglycine ; GSH) est caractérisé par la liaison "-

glutamyl entre le COOH en position " du Glu et le NH2 de la Cys. Le troisième acide aminé 

constituant le tripeptide est la Gly. Le GSH joue un rôle vital dans les mécanismes 

antioxydants grâce à son groupement SH.  
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Figure 4 : Le cycle d’oxydo-réduction du glutathion. 

 

Une molécule de peroxyde d’hydrogène (H2O2) est réduite en deux molécules d’eau tandis 

que deux molécules de glutathion (GSH) sont oxydées dans une réaction de catalyse par la 

glutathion peroxydase, une sélénoenzyme. Le glutathion oxydé (GSSG) peut être réduit par 

une autre enzyme, la glutathion réductase.  
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l’association de deux molécules de glutathion reliées par un pont disulfure, est ensuite 

rapidement réduit en GSH par la glutathion réductase en présence de NADPH (Filomeni et 

al., 2002) maintenant une proportion GSH : GSSG de 99 : 1 (Tew 1994).  

 

A côté de sa fonction détoxifiante du peroxyde d’hydrogène, la conjugaison du glutathion par 

la glutathion S-transférase (GST) aux composés électrophiles, telles que la doxorubicine, le 

cisplatine, le chlorambucil et le melphalan, des composés utilisés dans les chimiothérapies 

(Schroder et al., 1996) ainsi qu’aux métaux lourds, aux solvants et aux pesticides, permet de 

les transformer en composés hydrosolubles (p.ex en acides mercapturiques), susceptibles 

d’être facilement éliminés dans la bile et les urines. Le glutathion conjugué à ces nombreux 

composés électrophiles (X) est éliminé des cellules par transport actif grâce à la pompe GS-X. 

 

I. 1. 3. - La famille multigénique de la "-glutamyltransférase  

 

La GGT humaine appartient à une famille multigénique composée de treize gènes dont six ne 

semblent pas être actifs (Heisterkamp et al., 2008) et seulement deux, les gènes GGT1 et 

GGT5, aboutissent à l’expression d’une enzyme fonctionnelle (Figure 5).  

Des analyses réalisées sur des souris déficientes pour le gène GGT1 montrent que ces souris 

sont capables de synthétiser le LTD4 (Carter et al., 1997 ; Shi et al., 2001), alors que des 

souris déficientes pour les gènes GGT1 et GGT5 sont incapables de le synthétiser (Han, B. et 

al., 2002 ; Shi et al., 2001). Ceci met en évidence que chez la souris, le gène GGT5 est 

l’enzyme principale impliquée dans la synthèse du LTD4. L’enzyme codée par le gène GGT1 

chez la souris est responsable du métabolisme du glutathion. 

Par contre, chez l’homme, les patients présentant une déficience du gène GGT1, ont une 

concentration de glutathion élevée et sont incapables de synthétiser le LTD4. Ceci suggère 

que chez l’homme, ces deux défauts biochimiques sont dus à une mutation homozygote des 

deux allèles du gène GGT1 (Heisterkamp et al., 2008). 

Les autres gènes actifs pourraient coder pour des protéines dont le rôle physiologique n’est 

pas encore élucidé.  

 

Les régions codantes du gène GGT1 humain s’étendent sur une vaste région de 16 kb sur le 

chromosome 22. La GGT humaine est ainsi codée par 12 exons, les exons 1 à 7 codant pour 

la sous-unité lourde, et les exons 8 à 12 pour la sous-unité légère. Le premier exon codant  
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Figure 5 : Organisation génomique de la GGT humaine selon (Heisterkamp et al., 2008). 

Cette figure résume l’organisation génomique de la GGT telle que nous la connaissons 

aujourd’hui. Treize gènes de la GGT ont été décrits jusqu’à présent (GGT1, 2, 3P, 4P, 5, 6, 7, 

8P, LC1, LC2, LC3, LC4P et LC5P) dont 8 codent pour la protéine entière (GGT1-8P) et 5 ne 

codent uniquement pour la sous-unité légère (GGTLC1-5P). Parmi les treize gènes, seuls les 

gènes GGT1 et GGT5, aboutissent à l’expression d’une enzyme fonctionnelle. 

a
 basé sur des données expérimentales et l’identité d’acides aminés par rapport à GGT1. 
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contient le codon initiateur, les 54 premiers codons, ainsi que les 7 premières bases des 

régions 5’ non traduites (NT). 

 

Les gènes qui codent pour la GGT sont transcrits en plusieurs ARNm différents et montrent 

une spécificité tissulaire pour leur expression.  

• Il existe plusieurs ARNm issus du gène GGT1 (Courtay et al., 1994). 

o Quatre sous-types d’ARNm du gène GGT1 montrent la même phase de lecture 

ouverte mais sont transcrits à partir de trois promoteurs différents, le A 

(NM_001032365), le B (NM_013430) et le C (NM_001032364 et NM_005265) 

(Figure 6) et donc diffèrent dans leur région 5’NT.  L’ARNm de type A a été isolé 

à partir du foie fœtal, l’ARNm de type B a été isolé à partir d’un hépatome HepG2 

et l’ARNm de type C est originaire du placenta. 

o Un autre ARNm du gène GGT1 contenant une insertion de 22 pb (JO5235) et 

codant pour une protéine inactive correspondant à la sous-unité lourde de la GGT 

est retrouvé dans plusieurs tissus. 

o Des ARNm tronqués du gène GGT1 sont retrouvés dans le poumon et le rein. Ils 

sont issus d’un promoteur intronique particulier sur le gène GGT1, qui se trouve 

entre l’exon VII et l’exon VIII. Cet ARNm code potentiellement pour la sous-unité 

légère de la GGT (Leh et al., 1998 ; Wetmore et al., 1993). 

• Les ARNm du gène GGT2 apparaissent dans la thyroïde, la sigmoïde, le rein et le 

placenta (Courtay et al., 1994). 

• Les ARNm du gène GGTLC2 sont tronqués et apparaissent dans la thyroïde, la sigmoïde, 

le poumon et le placenta (Courtay et al., 1994). 

 

La GGT humaine possède donc une organisation génomique et un profil d’expression des 

différents ARNm particulièrement complexe. Des études génétiques supplémentaires sont 

nécessaires pour mieux comprendre l’utilité d’une famille multigénique de la GGT tellement 

complexe.  

 

Chez le rat, par contre, la GGT est codée par un seul gène de 34 kb avec 12 exons couvrant un 

fragment génomique de 12 kb (Pawlak et al., 1988 ; Rajagopalan et al., 1990 ; Shi et al., 

1995). La transcription de la GGT de rat peut être contrôlée par cinq promoteurs distincts (P1-

P5) et ces promoteurs peuvent générer au moins sept ARNm distincts qui diffèrent dans leurs 

régions 5’NT. Les deux promoteurs P4 et P5 génèrent deux transcrits  
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Figure 6 : Localisation des trois promoteurs A, B et C sur le gène GGT1 humain sur le 

chromosome 22. 

Les promoteurs A, B et C de la GGT ont été localisés par la base de données Mammalian 

Promoter Database (MPromDb). Les trois sites d’initiation de la transcription, indiqués par 

des flèches, correspondent aux sites d’initiation pour les trois ARNm A, B et C de la GGT 

humaine. Les sites d’initiation pour les ARNm A et B sont éloignés d’environ 26,4 kb et ceux 

pour les ARNm A et C d’environ 6,7 kb. 
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primaires dû à un épissage alternatif, alors que la transcription des autres promoteurs génère 

des transcrits uniques (Holic et al., 2000 ; Lahuna et al., 1992 ; Nomura et al., 1997).  

 

Tout comme chez l’homme, chaque promoteur de la GGT semble être activé différemment 

selon le type cellulaire. A part quelques stimuli connus pour induire l’expression de la GGT, 

tels le butyrate, la ménadione, le TPA (12-O-tetradecanoyl phorbol-13-acetate), le TNF! et le 

cisplatine (Borud et al., 2000 ; Daubeuf et al., 2001 ; Mikkelsen et al., 2002b), les 

connaissances actuelles concernant les éléments régulateurs des promoteurs de la GGT sont 

limitées.  

 

I. 2. - La "-glutamyltransférase et la résistance aux médicaments 

anticancéreux  

 

I. 2. 1. - Relation entre la "-glutamyltransférase et le cancer 

 

De nombreuses études ont montré que les hépatocytes de rat traités par un carcinogène 

présentent une activité GGT accrue et possèdent un avantage prolifératif par rapport à des 

hépatocytes exprimant moins de GGT (Hendrich and Pitot 1987 ; Xu et al., 1988). La GGT 

est d’ailleurs utilisée en tant que marqueur de lésions néoplasiques dans le foie lors de la 

cancérogenèse (Hendrich and Pitot 1987). De plus, certaines études suggèrent l’utilisation de 

différents sous-types de la GGT comme marqueurs précoces et spécifiques de certaines 

pathologies. En effet, Leh et al. ont montré que l’ARNm codé par le gène GGTLC2 est 

exprimé dans 50% de leucémies lymphoblastiques aiguës mais jamais dans les tissus sains 

(Leh et al., 1996). De même, Tsutsumi et al. suggèrent l’utilisation de la détection de 

l’ARNm de type B pour détecter un stade précoce du carcinome hépatique (Tsutsumi et al., 

1996).  

 

Une explication de l’expression accrue de la GGT dans les cellules tumorales pourrait être 

que les cellules néoplasiques sont exposées à différents types de stress qui influenceraient les 

niveaux du GSH et de la GGT et confèreraient ainsi un avantage sélectif aux cellules 

néoplasiques pendant la progression tumorale. 
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Or l’expression accrue de la GGT n’est pas déterminante pour le processus carcinogène en 

lui-même. En effet, l’enzyme ne contribuerait qu’au développement des tumeurs en 

fournissant aux cellules les acides aminés nécessaires pour la synthèse de novo du GSH et 

confèrerait ainsi à ces cellules un avantage prolifératif par rapport aux cellules exprimant plus 

faiblement la GGT (Hanigan and Pitot 1985).  

 

Le niveau d’expression de la GGT dans les tissus cancéreux est variable (Hanigan et al., 

1999a). Une analyse par immunomarquage révèle la présence de la GGT dans 22 des 44 

carcinomes de poumon et dans 16 des 22 carcinomes de la surface épithéliale ovarienne, alors 

que l’épithélium normal pulmonaire et ovarien est GGT-négatif (Hanigan et al., 1999a). 

Des taux élevés de GGT ont été détectés dans la leucémie aiguë myéloblastique, dans la 

leucémie myéloïde chronique et dans les lymphomes non hodgkiniens (Antczak et al., 2001a ; 

Antczak et al., 2001b) alors que dans les leucémies aiguës lymphoblastiques à cellules T et 

dans les leucémies lymphoïdes chroniques à cellules T et B, une diminution de 30 % de 

l’activité de la GGT membranaire par rapport aux cellules normales, a été détectée (Antczak 

et al., 2001b ; Woodlock et al., 1990).  

 

I. 2. 2. - La "-glutamyltransférase et la résistance aux médicaments anti-cancéreux 

 

Une autre explication possible des niveaux d’expression élevés de la GGT dans les tumeurs 

consisterait en l’implication de la GGT dans le développement de la résistance des cellules 

transformées contre un dommage oxydatif lors de la chimiothérapie ou radiothérapie (Chang 

et al., 1992 ; Hanigan and Pitot 1985). 

Les recherches sur les résistances vis-à-vis des substances anticancéreuses montrent que les 

cellules cancéreuses peuvent résister de plusieurs façons, (1) en activant des protéines 

transmembranaires qui rejettent des substances chimiques en dehors de la cellule (la P-

glycoprotéine est la mieux connue des pompes d’éjection), (2) en altérant des gènes et des 

protéines impliqués dans le contrôle de l’apoptose (en particulier p53 et Bcl-2) et (3) en 

augmentant les processus de détoxification, en particulier celui du système GSH impliquant 

les enzymes GGT, GST et "-glutamylcystéine ligase ("GCL) (Stavrovskaya 2000).  

Les GST constituent une remarquable famille d’enzymes impliquées dans la détoxification 

cellulaire des xénobiotiques. Ces enzymes catalysent la conjugaison du GSH aux composés 

électrophiles cytotoxiques, telles que la doxorubicine, le cisplatine, le chlorambucil, le 
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cyclophosphamide, les chloroéthylnitrosourées et le melphalan, des composés utilisés dans les 

chimiothérapies (Schroder et al., 1996).  

Ces composés ainsi conjugués au GSH sont souvent moins toxiques, plus hydrosolubles et 

sont donc plus facilement excrétés hors des cellules (Salinas and Wong 1999). En détoxifiant 

la cellule et en facilitant l’élimination de ces médicaments, le système du glutathion pourrait 

être à l’origine de certaines résistances.  

En effet, il a été montré qu’une résistance au chlorambucil est liée à un taux plus élevé des 

enzymes intervenant dans le système du glutathion (GGT, "GCS et GST) ainsi que du GSH 

dans des cellules de carcinome ovarien de hamster chinois (Lewis, A. D. et al., 1988). Il 

apparaît donc que les cellules cancéreuses peuvent utiliser ces enzymes pour se protéger 

contre des agents cytotoxiques, comme les anticancéreux, en les inactivant rapidement (Hayes 

and Strange 1995). 

Puisque la GGT favorise la reconstitution du GSH intracellulaire, Hanigan et al. ont proposé 

que l’expression de la GGT pourrait participer, dans des cellules tumorales, à des mécanismes 

de résistance contre des médicaments anticancéreux (Hanigan and Pitot 1985). 

En effet, il a été montré qu’une exposition de cellules ovariennes cancéreuses au cisplatine 

(cis-diamminodichloroplatinum II (CDDP)) mène à l’apparition de cellules résistantes au 

CDDP et que le degré de cette résistance est étroitement corrélé à une expression accrue 

d’ARNm de la GGT et à des niveaux de glutathion plus élevés (Godwin et al., 1992). De plus 

il a été montré que la GGT est induite dans certaines lignées cancéreuses, notamment dans les 

lignées résistantes au cisplatine.  

Daubeuf et al. ont notamment montré que les cellules HeLa acquièrent une résistance accrue 

au cisplatine après surexpression de la GGT (Daubeuf et al., 2002). Ahmad et al. ont, quant à 

eux, trouvé que des cellules leucémiques de souris résistantes au melphalan expriment des 

activités GGT deux à trois fois plus élevées et présentent des niveaux de GSH plus élevés 

comparé aux cellules sensitives au melphalan (Ahmad et al., 1987).  

Hanigan et al. ont mis en évidence que les cellules PC3 transfectées avec un ADNc codant la 

GGT et injectées dans des souris nues montrent un développement tumoral moins sensible au 

cisplatine que les cellules contrôles non transfectés avec la GGT (Hanigan et al., 1999b).  
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I. 3. - La " -glutamyltransférase et le stress oxydant  
 

Le stress oxydant correspond à une perturbation de l’homéostasie du potentiel redox 

cellulaire. Cette perturbation est due soit à une surproduction d’espèces réactives de 

l’oxygène (ERO), soit à la défaillance des systèmes de défense cellulaire, qui font appel, lors 

d’un stress oxydant, à des enzymes antioxydantes, comme la superoxyde dismutase, la 

catalase ou la glutathion peroxydase, qui convertissent respectivement l’O2
- 
en H2O2 et H2O2 

en H2O (Franco et al., 1999).  

Le stress oxydant est à l’origine de nombreuses pathologies comme le cancer, la maladie 

d'Alzheimer, les maladies cardio-vasculaires, les accidents cérébro-vasculaires, l’arthrite 

rhumatoïde ou les cataractes.  

 

I. 3. 1. - Potentiel antioxydant de la "-glutamyltransférase 

 

De nombreuses études ont montré que des substances générant des ERO ou des espèces 

réactives du nitrogène peuvent induire la GGT. Il s’agit par exemple du NO2 (Takahashi et al., 

1997), de l’aflatoxine B1 (Griffiths et al., 1995), des quinones (Kugelman et al., 1994 ; Liu et 

al., 1996a ; Liu et al., 1996b ; Liu et al., 1998), des conditions d’hyperoxie (Knickelbein et 

al., 1996), du butyrate et de la ménadione (Mikkelsen et al., 2002b) ainsi que de substances 

générant de l’oxyde nitrique (NO), telles la spermineNONOate et le nitrosoglutathion 

(Huseby et al., 2003).  

 

Cette induction de la GGT par le stress oxydant facilite le métabolisme du GSH, la synthèse 

de novo du GSH et la détoxification des conjugués du GSH ce qui rend les cellules plus 

résistantes contre un prochain défi oxydatif. Il s’agit donc d’une réponse adaptive importante 

qui protège les cellules des dommages oxydatifs et xénobiotiques.  

Les mécanismes impliqués dans l’induction de la GGT par un stress oxydant ont été étudiés 

par plusieurs équipes. Zhang et al., ont montré que la GGT est induite dans les cellules 

alvéolaires de type II de rat, par l’aldéhyde 4-hydroxynonenal (HNE), un produit de la 

peroxydation lipidique, et que cette induction est médiée par l’activation des voies de 

signalisation ERK et p38MAPK (Zhang, H. et al., 2005). De plus, ils ont trouvé qu’un 

élément de réponse électrophile (electrophile-response element, EpRE), situé dans la région 

proximale du promoteur 5 de la GGT (GP5) de rongeur, est responsable de l’activité 
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promotrice basale et de l’activité induite par le HNE. Ils rajoutent qu’après traitement au 

HNE, les protéines Nrf2 (NF-E2-related factor 2) sont recrutées vers l’élément de réponse 

EpRE (Zhang, H. et al., 2006).  

Par contre, Pankiv et al. ont trouvé que l’induction des protéines et de l’activité de la GGT 

après exposition des cellules de carcinome de côlon à des rayonnements " passe par la voie de 

transduction Ras (Pankiv et al., 2006).  

 

I. 3. 2. - Effet prooxydant de la "-glutamyltransférase  

 

Alors que plusieurs études montrent que la GGT est induite par un grand nombre de 

substances générant un stress oxydant, Stark et al. ont montré pour la première fois en 1993, 

que la GGT elle-même peut générer des ERO (Stark et al., 1993).  

Cet effet prooxydant de la GGT est dû à la génération de CysGly, un métabolite redox labile, 

pendant le métabolisme du glutathion (Drozdz et al., 1998). L’autooxydation de CysGly en 

présence de métaux de transition (fer, cuivre ou transferrine) mène à des espèces 

prooxydantes en réagissant avec le Fe
3+

 et l’O2 (Figure 7). Les ERO produites sont 

majoritairement l’H2O2, l’anion superoxyde, le radical hydroxyde et des radicaux thiyl (RS
.
).  

Cette production d’ERO peut entraîner un changement de l’équilibre redox des cellules et de 

leur environnement, induire la peroxydation des lipides (Glass and Stark 1997), promouvoir 

l’oxydation et la S-thiolation des groupements –SH des protéines, notamment les protéines de 

surface (Dominici et al., 1999 ; Maellaro et al., 2000), et ainsi affecter des fonctions 

cellulaires importantes.  

 

Afin de détecter des cibles moléculaires affectées par cet effet prooxydant de la GGT, 

Accaoui et al., ont vérifié l’hypothèse selon laquelle le stress oxydant produit par la GGT peut 

moduler des facteurs de transcription intracellulaires (Accaoui et al., 2000). En effet, leurs 

résultats montrent pour la première fois, que les ERO générées par la GGT induisent la liaison 

et l’activité de transactivation du facteur de transcription NF-!B. 

Une autre protéine cible de ce stress oxydant est la caspase 3. Les changements oxidatifs des 

groupements thiols (–SH) peuvent changer l’activité d’une protéine, comme celle de la 

caspase 3 (Iciek et al., 2007), et donc affecter les processus cellulaires les plus importants, la  
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Figure 7 : Schéma résumant les réactions prooxydantes dérivant du catabolisme du 

glutathion extracellulaire et les cibles moléculaires potentielles impliquées selon 

(Paolicchi et al., 2002). 

Le catabolisme du glutathion (GSH), clivé en Glu (cercle rouge) et en Cysgly (cercles blancs-

verts) par la GGT, permet d’approvisionner les cellules en précurseurs du GSH et donc de 

servir à la synthèse de novo du GSH. En devenant hautement réactif en présence de fer, le 

dipeptide Cysgly peut former des ponts dissulfures avec les thiols présents sur certaines 

protéines de surface. En présence de fer et d’oxygène, ce dipeptide peut également générer 

des espèces réactives de l’oxygène (tel le H2O2), oxyder des protéines de surface et avoir des 

effets sur les voies de signalisation. 
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prolifération cellulaire et l’apoptose (Iciek et al., 2007). Les résultats de del Bello et al. vont 

dans le même sens puiqu’ils supposent que les niveaux faibles d’H2O2 générées par la GGT 

peuvent agir comme un &signal de survie&, qui protégerait les cellules contre l’apoptose,  

probablement à travers une sur-régulation de l’activité de la poly(ADP-ribose) polymérase 

(PARP) (del Bello et al., 1999).  

Par ailleurs, il a été montré que ces altérations oxydatives peuvent affecter des récepteurs de 

surface, comme l’EGFR (Clark and Konstantopoulos 1993 ; Huang, R. P. et al., 1996), le %-

FGFR (Herbert et al., 1996), le récepteur à l’insuline (Schmid et al., 1998) ou le récepteur au 

TNF! (De Tata et al, résultats non publiés), en altérant le statut d’activation du récepteur ou 

l’affinité pour le ligand. 

Ce rôle prooxidant de la GGT, qui peut produire des dégâts génétiques aux cellules (Imlay 

and Linn 1988 ; Vaca and Harms-Ringdahl 1989 ; Weitberg and Corvese 1989) et activer des 

protéines et des facteurs de transcription, peut être à l’origine de plusieurs pathologies, 

comme le cancer (Graff et al., 1978 ; O'Brian et al., 1988 ; Vesely et al., 1979). 

 

I. 4. - La " -glutamyltransférase et l’inflammation 
 

I. 4. 1. - La "-glutamyltransférase et les leukotriènes 

 

La GGT intervient également dans la synthèse des leukotriènes (Orning et al., 1980). Les 

leukotriènes (LT) sont un groupe de métabolites de l’acide arachidonique biologiquement 

actifs impliqués dans la pathophysiologie de nombreuses maladies inflammatoires, 

comprenant l’asthme, l’arthrite, le psoriasis et les maladies inflammatoires de l’intestin 

(Devillier et al., 1999 ; Henderson 1994 ; Horwitz et al., 1998). La biosynthèse des LT est 

limitée à un petit nombre de types cellulaires humains, à savoir les mastocytes, les 

éosinophiles, les basophiles et les macrophages.  

Le clivage de la membrane nucléaire de l’acide arachidonique par la phospholipase A2 (PLA2) 

initie la synthèse des leukotriènes (Drazen et al., 1999). L’interaction subséquente de l’acide 

arachidonique avec les protéines 5-lipoxygénase (5-LO) et la protéine activatrice de la 5-

lipoxygénase (FLAP) produit l’acide 5-hydroperoxyeicosatétraénoïque (5-HPETE), qui est 

rapidement converti en leukotriène A4 (LTA4) (Figure 8). Le LTA4 peut être converti en LTB4  
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Figure 8 : Synthèse des leukotriènes 

L’enzyme 5-lipoxygénase (5-LO) initie la synthèse des leukotriènes (LT) à partir de l’acide 

arachidonique (AA). L’AA est ensuite transformé en acide 5-hydroxyperoxy-

eicosatétraènoïque ou 5-HPETE, lui-même transformé en acide 5,6-époxyeicosatétraènoïque 

nommé leukotriène A4 ou LTA4. Sous l'influence de la glutathion peroxydase, le 5-HPETE 

peut être réduit en acide 5-hydroxyeicosatétraènoïque ou 5-HETE. Les autres LT vont être 

synthétisés à partir du LTA4 par deux voies distinctes. La LTA4 hydrolase transforme le LTA4 

en acide 5,12-dihydroxyeicosatétraènoïque ou LTB4. La leukotriène C4 synthétase, qui est une 

glutathion-S-transférase, transforme le LTA4 en acide 5-hydroxy-6-glutathionyl-

eicosatétraènoïque ou LTC4. Le LTC4 est ensuite clivé par la "-glu-transpeptidase ou GGT en 

LTD4 en éliminant le résidu "-glutamyl du LTC4 et le clivage de la glycine du LTD4 par une 

dipeptidase mène au LTE4. 
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par la LTA4 hydrolase ou en LTC4 par la LTC4 synthase. Le LTC4 est ensuite clivé par la 

GGT, qui enlève le groupement "-glutamyl du LTC4, pour former le LTD4 (Lewis, R. A. et 

al., 1990). Le groupement Gly est ensuite enlevé du LTD4 par une dipeptidase pour former le  

LTE4.  

Le LTD4 est un médiateur pro-inflammatoire qui médie ses effets par l’intermédiaire des 

récepteurs CysLT1 (Lynch et al., 1999). Il est impliqué dans la pathogenèse de plusieurs 

maladies inflammatoires, comme l’asthme et les maladies inflammatoires de l’intestin 

(Samuelsson 1983). 

La conversion du LTC4 en LTD4 a longtemps été considérée comme étant uniquement médiée 

par la GGT mais depuis quelques années, un gène humain qui a 40% d’identité avec le gène 

GGT1, le gène GGT5, a été cloné (Heisterkamp et al., 1991 ; Heisterkamp et al., 2008). 

L’enzyme codée par ce gène, nommée "-glutamyltranspeptidase-related (GGT-rel) est capable 

de cliver le résidu "-glutamyl du LTC4, mais est incapable d’hydrolyser les substrats 

synthétiques de la GGT qui sont habituellement utilisés pour analyser la GGT. La GGT-rel 

n’est pas exprimée chez la souris (Heisterkamp et al., 1991), mais par contre, des analyses 

effectuées avec des souris déficientes en GGT ont révélé une nouvelle isoforme de la GGT 

dans la souris, la "-glutamylleukotriénase (GGL), qui est capable de métaboliser le LTC4 

(Carter et al., 1997 ; Harding et al., 1997 ; Lieberman et al., 1996). 

 

Une analyse de patients avec une déficience génétique en GGT montre pourtant que l’absence 

du gène GGT1 mène à une déficience complète de la biosynthèse du LTD4 (Mayatepek et al., 

2004), indiquant que chez l’humain l’isoforme GGT normale, codée par le gène GGT1, est 

suffisante pour convertir le LTC4 en LTD4. Le plasma de ces patients révèle un profil anormal 

avec une concentration élevée en LTC4 et une absence en LTD4 ainsi qu’en LTE4, alors que la 

synthèse du LTB4 n’est pas affectée.  

 

I. 4. 2. - La "-glutamyltransférase et le TNF!  

 

Le facteur nécrosant des tumeurs alpha (en anglais tumor necrosis factor alpha (TNF!)) est 

une importante cytokine impliquée dans l'inflammation systémique et dans la réaction de 

phase aiguë. Le TNF! a été isolé en 1975 sous forme d'un facteur soluble libéré par les 

cellules de l'hôte ayant provoqué la nécrose d'une tumeur transplantée, la "sarcome Meth A" 



 - 21 - 

(Carswell et al., 1975). Bien que le TNF! ne provoque pas la nécrose de certaines tumeurs, il 

peut stimuler la croissance d'autres. Dans ce sens, son nom est quelque peu abusif. 

Depuis sa découverte, 18 homologues différents du TNF! avec 15-20% d’identité entre eux 

ont été reportés (Aggarwal et al., 2002). A côté des ligands, les récepteurs pour la plupart de 

ces cytokines ont été identifiés et appartiennent à la superfamille des récepteurs au TNF avec 

une homologie maximale dans leur domaine extracellulaire (Aggarwal et al., 2002). Tous les 

membres de la superfamille du TNF activent le facteur de transcription Nuclear Factor-kappa 

B (NF-#B), mais pas tous de la même façon (Aggarwal 2000).  

Quelques études ont montré que des cytokines peuvent induire l’activité enzymatique et 

l’expression de la GGT. En effet, le TNF!, les interférons (IFN) ! et % ainsi que 

l’interleukine (IL) 1% peuvent stimuler l’activité enzymatique de la GGT (Bouman et al., 

2002 ; Meroni et al., 2000 ; Ruedig and Dringen 2004). Par ailleurs, le sous-type A de 

l’ARNm de la GGT peut être induit par le TNF! et les IFN! et IFN% alors que le sous-type B 

de l’ARNm de la GGT n’est induit qu’avec l’IFN% (Bouman et al., 2002 ; Daubeuf et al., 

2001). Le mécanisme responsable de la modulation de la GGT par les cytokines n’est 

cependant pas encore élucidé. 

 

I. 4. 3. - L’inflammation et le facteur de transcription NF-#B 

 

Le facteur de transcription NF-#B est ubiquitaire et peut être détecté sous sa forme inactive 

dans le cytoplasme de quasiment tous les types cellulaires (Baldwin 1996). NF-#B est 

composé d’homo- et d’hétérodimères comprenant un groupe de cinq protéines, appelé NF-

#B1 (p50 et son précurseur p105), NF-#B2 (p52 et son précurseur p100), p65/RelA, c-Rel et 

RelB (Hayden and Ghosh 2004). L’hétérodimère p50/p65 étant le plus représenté. p65/RelA, 

c-Rel et RelB contiennent un domaine de transactivation, alors que p50 et p52 pas. NF-#B est 

maintenu sous sa forme inactive grâce à la famille des protéines inhibiteurs appelée 

inhibiteurs de kappa B (I#B), comme l’I#B!, I#B%, I#B', p100, p105 et Bcl-3. L’I#B! étant 

la mieux caractérisée de cette famille. Un grand nombre de signaux externes (cytokines, stress 

oxydant, agents endommageant l’ADN, agents infectieux et polluants) peuvent activer le 

facteur de transcription NF-#B (Figure 9). 
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Figure 9 : Régulation de NF-#B selon (Haefner 2002). 

Différents inducteurs comme les toxines, les cytokines (TNF!,…) ou des radiations 

ionisantes permettent d’activer NF-#B. Une cascade de signalisation active le complexe IKK 

qui comprend les trois kinases IKK !, % et ". Ce complexe phosphoryle I#B, qui inhibe NF-

#B en le séquestrant dans le cytoplasme. I#B phosphorylé va libérer NF-#B, avant d’être 

ubiquitinylé et dégradé par le protéasome. (NF-#B : nuclear factor-#B, IKK : I#B kinase, 

I#B : Inhibiteur de #B, Ub : ubiquitine, UbL : Ub ligase). De nombreux stimuli activent NF-

!B y compris les cytokines pro-inflammatoires comme le TNF! ou l’IL-1%, certaines 

bactéries et produits bactériens (lipopolysaccharides  (LPS)), des virus (HIV-1, CMV), ainsi 

que des stress chimiques (stress oxydant ou agents thérapeutiques) ou physiques (UV ou 

rayons ") (Pahl 1999). 
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Après stimulation de NF-!B, les protéines I#B sont rapidement phosphorylées et dégradées 

par le protéasome et les protéines NF-#B libérées peuvent alors transloquer dans le noyau et  

réguler l’expression de multiples gènes cibles (Hayden and Ghosh 2004).  

Il existe trois voies de signalisation NF-#B (Beinke and Ley 2004). La première voie, appelée 

voie canonique est induite par des cytokines pro-inflammatoires (Devin et al., 2000 ; Martin, 

M. U. and Wesche 2002), des récepteurs Toll-like (TLR) (O'Neill 2006) et dans certains types 

cellulaires par un stress oxydant ou génotoxique (Gloire et al., 2006a ; Gloire et al., 2006b ; 

Janssens and Tschopp 2006). 

Dans le cas du TNF! comme activateur, celui-ci se lie à son récepteur, le TNFR-1 (TNF 

receptor 1), qui initie la cascade de signalisation NF-#B. L’interaction entre le TNF! et son 

récepteur mène à l’aggrégation du récepteur et à la dissociation de la protéine SODD 

(Silencer Of Death Domain), un inhibiteur de l’activité du TNFR-1. Cette dissociation de 

SODD permet l’association de TRADD (TNFR-Associated Death Domain) (Jiang et al., 

1999) qui recrute des protéines adaptatrices comme les protéines TRAF2 et TRAF5 (TNF-

Receptor-Associated Factor) (Dempsey et al., 2003 ; Tada et al., 2001). La protéine RIP1 

(Receptor Interacting Protein 1) joue aussi un rôle crucial dans l’activation de NF-#B par le 

TNF! (Hsu et al., 1996a). Elle fonctionne comme une protéine d’échafaudage notamment par 

sa liaison directe à NEMO, qui permet le recrutement du complexe I#B-Kinase (IKK) 

(Zhang, S. Q. et al., 2000). Le complexe IKK contient les trois kinases IKK!, IKK% et IKK" 

ou NEMO et une fois activé par phosphorylation, ce complexe phosphoryle l’I#B au niveau 

des sérines Ser32 et Ser36.  

A côté de cette activation classique, une deuxième voie, appelée voie p105, existe. Cette voie 

est spécifiquement impliquée dans les réponses immunitaires et inflammatoires (Beinke and 

Ley 2004). L’activation de cette voie par des ligands, tels que le TNF!, l’IL-1 ou le 

lipopolysaccharide (LPS) induit la phosphorylation du précurseur p105 par le complexe IKK 

classique. Cette phosphorylation initie l’ubiquitination et la dégradation de p105, libérant 

ainsi les homodimères p50/p50 qui peuvent stimuler ou inhiber la transcription des gènes. La 

troisième voie, appelée voie alternative, est indépendante de la sous-unité NEMO et régule les 

gènes sous forme d’un hétérodimère p52/RelB (Beinke and Ley 2004).  

 

Le facteur de transcription NF-#B est constitutivement exprimé dans un grand nombre de 

cancers humains, dont le cancer du sein, les leucémies des lymphocytes B et T, le cancer de la 
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thyroïde, les mélanomes ou encore le cancer du colon et l’inhibition de ce facteur annule la 

prolifération tumorale des cellules (Bharti and Aggarwal 2002 ; Younes et al., 2003). 

 

A côté de son implication dans le cancer, NF-#B est associé à de nombreuses autres maladies 

comme le SIDA, l’athérosclérose, l’asthme, le diabète et les maladies inflammatoires 

chroniques comme la maladie de Crohn et l’arthrite rheumatoïde. 

 

En effet, son rôle dans l’inflammation est largement établie puisque le facteur NF-#B est le 

régulateur principal des gènes pro-inflammatoires comme le TNF! (Collart et al., 1990 ; 

Shakhov et al., 1990), d’où appelé aussi facteur de transcription pro-inflammatoire, de 

chemokines, de molécules d’adhésion, des métalloprotéinases de matrice (MMP), de la 

cycloxygénase 2 (COX2) et de l’oxyde nitrique synthétase inductible (iNOS) (Baeuerle and 

Baichwal 1997 ; Tak and Firestein 2001).  

La démonstration clée du rôle de NF-#B dans l’inflammation vient de diverses approches 

expérimentales (Baeuerle and Baichwal 1997 ; Barnes and Karin 1997). Premièrement, un tel 

rôle a été supposé par l’observation que NF-#B peut être activé par un grand nombre 

d’activateurs pro-inflammatoires (des cytokines, comme le TNF! et l’IL-1, le stress oxydant 

et des agents infectieux) et cette activation peut en retour activer l’expression de nombreux 

médiateurs de l’inflammation, tel que les cytokines (TNF!, IL-1, IL-6), des chémokines 

(RANTES, IL-8), des enzymes inflammatoires (iNOS, COX-2, lipoxygénase) et des 

molécules d’adhésion (ICAM-1 etc). Deuxièmement, l’activation de NF-#B a été observée 

dans des modèles animaux ainsi que dans des maladies inflammatoires humaines (Barnes and 

Adcock 1997 ; Brand et al., 1996 ; Hart et al., 1998 ; Marok et al., 1996 ; Miagkov et al., 

1998). Troisièmement, des souris déficientes pour le gène RelB ou le gène NF-#B1 ont 

diverses formes d’immunodéficiences et de maladies inflammatoires (Ishikawa et al., 1998 ; 

Weih et al., 1995 ; Weih et al., 1997), alors que des animaux knock-out pour le gène I#B! 

produisent un excès de granulocytes (Beg et al., 1995 ; Klement et al., 1996). Finalement, le 

transfert d’un gène muté d’I#B! dans des cellules endothéliales ou des cellules épithéliales de 

l’intestin par un adénovirus résulte dans l’inhibition de l’expression des gènes inflammatoires 

médiée par NF-#B en réponse au LPS et l’IL-1 (Jobin et al., 1998 ; Wrighton et al., 1996) et 

les petits ARN interférants (ou en anglais small interfering RNA, siRNA) p65 empêchent des 

lésions inflammatoires digestives expérimentales (Neurath et al., 1996). 
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I. 5. - La curcumine 
 

La curcumine est une substance naturelle isolée à partir de la plante Curcuma longa L., qui est 

une plante herbacée rhizomateuse vivace de la famille des Zingibéracées originaire du sud de 

l'Asie (Figure 10). Le rhizome de cette plante peut être séché et réduit en poudre, appelée 

tumeric. Le tumeric est utilisé comme épice dans les mélanges d'épices de la cuisine indienne, 

en particulier dans le curry. 

Les ingrédients actifs du tumeric sont des substances appelées curcuminoïdes. Les 

curcuminoïdes constituent un groupe de trois composés phénoliques, la curcumine 

(diferuloylmethane), la déméthoxycurcumine et la bisdéméthoxycurcumine. La curcumine 

constitue environ 90 % des curcuminoïdes. 

 

La curcumine a été utilisée pendant des milliers d'années dans la médecine traditionnelle 

indienne en tant que traitement contre des problèmes biliaires, l’anorexie, la coryza, la toux, 

ou des blessures diabétiques (Ammon et al., 1992). Aujourd’hui, la curcumine est connue 

pour ses fortes propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antivirales (Hergenhahn et al., 

2002).  

Plusieurs études effectuées durant la dernière décennie ont montré que la curcumine est aussi 

un puissant agent anticancéreux (Aggarwal). En effet, la curcumine peut supprimer la 

tumorigenèse de la peau, de la glande mammaire, de la cavité orale, de l’œsophage, de 

l’estomac, de l’intestin, du colon, du poumon et du foie.  

De plus cette substance naturelle inhibe la prolifération d’une grande variété de cellules 

tumorales, comme celles impliquées dans la leucémie à cellules B et T (Han, S. S. et al., 1999 

; Kuo et al., 1996 ; Piwocka et al., 1999 ; Ranjan et al., 1999), le carcinome de côlon (Chen et 

al., 1999), le carcinome épidermoïde (Korutla and Kumar 1994), le carcinome cellulaire 

squameux de la tête et du cou (Aggarwal et al., 2004), le myélome multiple (Bharti et al., 

2003) ainsi que le lymphome cellulaire du manteau (Shishodia et al., 2005).  

Plusieurs études cliniques de phase II ont été effectuées récemment et douze sont encore en 

cours (Goel et al., 2008). Les résultats obtenus jusque-là ont déjà largement dépassé les 

attentes des chercheurs, et ce n’est probablement qu’une question de temps jusqu’à ce qu’on 

puisse apprécier le vrai potentiel de la curcumine comme « boule magique » pour la gestion 

de diverses maladies humaines. 
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Figure 10 : La curcumine 

(A) Structure: 1,7-bis[4-hydroxy-3-methoxyphényl]-1,6-hepatdiène-3,5-dione, (B) Origine: 

Curcuma longa L.  

(Chuang et al., 2000 ; Deshpande et al., 1998 ; Huang, M. T. et al., 1988 ; Kuttan et al., 1985 

; Kuttan et al., 1987 ; Lee, S. L. et al., 2005 ; Limtrakul et al., 1997 ; Piper et al., 1998 ; Rao 

et al., 1984 ; Ushida et al., 2000). 



 - 27 - 

La curcumine régule de nombreuses cibles moléculaires, dont des facteurs de croissance, des 

récepteurs aux facteurs de croissance, des facteurs de transcription, des cytokines, des 

enzymes et des gènes régulant l’apoptose (Aggarwal).  

Il a par exemple été découvert que la curcumine inhibe l’activation du facteur de transcription 

NF-#B en inactivant le complexe IKK et en bloquant la phosphorylation de I#B! et la 

translocation de p65 (Bharti et al., 2003). La curcumine peut alors être utilisée comme 

inhibiteur de NF-#B.  

Un autre rôle important de la curcumine est d’induire l’apoptose des cellules cancéreuses. Il 

est supposé que l’effet chemopréventif de la curcumine vient da sa capacité à induire 

l’apoptose de nombreuses cellules tumorales (Reuter et al., 2008). En effet, la curcumine 

induit des protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2, comme Bax, Bim, Bak, Puma et 

Noxa et inhibe les deux protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL. A côté de sa capacité à 

induire l’apoptose des cellules cancéreuses, elle peut aussi bien inhiber les voies de survie 

NF-#B et Akt, ainsi que d’induire la sensibilité des cellules à l’apoptose induite par des agents 

anticancéreux déjà utilisés en clinique (Reuter et al., 2008).  
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I. 6. - Objectifs  

 

Les données bibliographiques présentées ci-dessus suggèrent que la GGT est impliquée dans 

le développement des cancers, dans l’acquisition des résistances aux traitements 

anticancéreux ainsi que dans la synthèse des leukotriènes.  

 

Notre travail s’inscrit dans la thématique du laboratoire dont l’objectif est de mieux 

comprendre les mécanismes transcriptionnels qui régulent l’expression des gènes impliqués 

dans la résistance des cellules aux traitements anti-cancéreux. 

Plus particulièrement, nous avons voulu étudier la régulation de la GGT, une enzyme 

impliquée dans le métabolisme du glutathion, dans différentes lignées cellulaires issus de 

cancers du sang (K562, Raji, U937, Hel, HL-60, JVM-2, Molt3, THP1, TF1, Meg01 et 

Jurkat) après traitements par deux agents : l’ester de phorbol TPA et la cytokine pro-

inflammatoire TNF!. 

a) Les deux traitements induisent les facteurs de transcription, AP-1 (activator protein-1) 

et NF-#B, qui sont connus pour réguler des gènes impliqués dans le développement 

des chimiorésistances ; 

b) En effet, l’expression de la GGT est induite par le traitement au TPA, probablement 

via une voie impliquant le facteur AP-1 (Daubeuf et al., 2004) et l’expression du sous-

type A de l’ARNm de la GGT peut être induite par le TNF!  (Daubeuf et al., 2001) ; 

c) notre laboratoire, ainsi que d’autres équipes ont montré que ces traitements régulaient 

l’expression d’autres enzymes impliquées dans la synthèse (la "GCL) ou le 

métabolisme du GSH (la GSTP1-1, une isoforme de la famille des GST) (Morceau et 

al., 2004), enzymes connues pour participer au développement des chimiorésistances ; 

d) Une analyse in silico nous a préalablement révélé deux sites NF-#B putatifs sur le 

promoteur de l’ARNm de type C.  

 

• Notre premier objectif spécifique sera donc d’étudier la régulation des promoteur de 

la GGT par les agents activateurs de la voie NF-#B, le TPA et le TNF!. 
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Pour atteindre cet objectif, nous utilisons plusieurs approches complémentaires et 

notamment : 

 

• une approche qui consistera à inhiber l’effet inducteur observé. Nous traiterons les 

cellules avec un anticorps (AC) anti-TNF! ou avec un inhibiteur de la voie NF-#B, la 

curcumine, et nous étudierons leur effet sur des constructions plasmidiques associant 

les promoteurs B et C de la GGT à un gène luciférase, transfectées dans les cellules 

K562. Nous élargirons cette approche en utilisant des siRNA ciblant les formes p50 et 

p65 de NF-#B. 

 

• une approche qui visera à mettre en évidence les intermédiaires de la voie de 

transduction NF-#B impliqués dans la régulation de l’expression du promoteur C de la 

GGT.  

 

• une approche par mutation qui déterminera les sites NF-#B importants pour la 

régulation de l’expression du promoteur C de la GGT. 

 

• enfin, une approche par gel-retard et une approche par ChIP afin d’identifier les 

complexes protéiques importants pour la régulation de l’expression du promoteur C de 

la GGT.  

 

• Notre deuxième objectif spécifique sera d’étudier l’expression et l’activité de la GGT après 

traitement au TNF! dans une des lignées cellulaires issues de cancers du sang et de 

caractériser l’expression et la modulation des différents sous-types d’ARNm de la GGT par la 

technique de RT-PCR dans cette lignée avant et après traitement par le TNF!. 

 

• Notre troisième objectif spécifique sera d’étudier la localisation cellulaire de la GGT après 

traitement au TNF!. 

 

Dans la mesure où la GGT joue un rôle pro-oxydant sous certaines conditions, nous allons 

étudier ce rôle dans les cellules K562. Nous allons tout d’abord : 
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• vérifier la production d’H2O2 dans les cellules K562 après traitement au TNF! en 

utilisant une technique basée sur la scopoletine, un donneur d’hydrogène fluorescent. 

 

• nous allons ensuite étudier l’effet des réactions pro-oxydantes sur les protéines de 

surface des cellules K562 par western blots. 

 

Puisqu’il est connu que les réactions pro-oxydantes dérivant du catabolisme du GSH par 

la GGT peuvent oxyder et par conséquent changer la structure des protéines de surface,  

 

• nous étudierons l’effet de ces réactions sur la capacité de liaison du récepteur 

TNFR-1 pour son ligand TNF! ainsi que sur le nombre des récepteurs après 

traitement au TNF! par une technique basée sur du TNF! radioactif et par 

cytométrie en flux. 

 

• enfin, nous analyserons les possibles changements de l’affinité du récepteur 

TNFR-1 après traitement au TNF! par une représentation de Scatchard.  

 

Finalement, nous analyserons l’expression de gènes de la famille NF-#B traités au TNF! et à 

la curcumine par PCR en temps réel (Superarray). 
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II. - Matériels et méthodes 
 

II. 1. - Lignées cellulaires et réactifs  

 

• La lignée K562 est une lignée continue établie à partir de cellules issues d’une leucémie 

myéloïde chronique en phase blastique terminale, prélevées dans le liquide pleural d’une 

patiente de 53 ans (Lozzio and Lozzio 1975). Les K562 expriment le chromosome 

Philadelphie qui résulte de la translocation réciproque entre les chromosomes 9 et 22. Au 

cours de cette translocation, le protooncogène c-ABL normalement présent sur le 

chromosome 9 est fusionné au gène BCR situé sur le chromosome 22 (Woessmann and 

Mivechi 2001). Le gène hybride résultant de cette translocation conduit à la synthèse 

d’une protéine de fusion BCR-ABL à forte activité tyrosine kinase (McGahon et al., 

1994). 

• La lignée JVM-2 a été établie à partir du sang périphérique d’une femme âgée de 63 ans 

atteinte d’une leucémie prolymphocytaire à cellules B (Melo et al., 1986). 

• La lignée Raji a été établie à partir de cellules provenant de la glande maxillaire d’un 

patient africain de 11 ans atteint d’un lymphome de Burkitt (Pulvertaft 1964). 

• La lignée Jurkat a été établie à partir de cellules périphériques d’un patient de 14 ans 

atteint d’une leucémie aiguë à cellules T (Schneider et al., 1977). 

• La lignée U937 a été établie à partir de cellules malignes prélevées dans l’épanchement 

pleural d’un homme de 37 ans atteint d’un lymphome histiocytique diffus (Sundstrom and 

Nilsson 1976).  

• La lignée HEL a été établie à partir du sang périphérique d’un homme âgé de 30 ans 

atteint d’une érythroleucémie (Martin, P. and Papayannopoulou 1982). 

• La lignée HL-60 a été établie à partir du sang périphérique d’une femme âgée de 35 ans 

atteinte d’une leucémie myéloïde aiguë (Collins et al., 1977). 

• La lignée 22RV1, androgéno-sensible, dérive d’une xénogreffe de carcinome humain de 

prostate implantée dans des souris athymiques castrées (Sramkoski et al., 1999). 

• La lignée DU-145, androgéno-indépendante, est issue d’un tissu métastasique cérébral 

d’un patient de 69 ans atteint d’un cancer de la prostate (Stone et al., 1978).  

• La lignée MOLT-3 a été établie à partir du sang périphérique d’un jeune homme âgé de 

19 ans atteint d’une leucémie lymphoblastique aiguë (Minowada et al., 1972).  
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• La lignée THP-1 a été établie à partir du sang périphérique d’un enfant de 1 ans atteint 

d’une leucémie monocytique aiguë (Tsuchiya et al., 1980). 

• La lignée MEG-01 a été établie à partir de la moelle osseuse d’un homme de 55 ans atteint 

d’une leucémie myéloïde chronique (Ogura et al., 1985). 

• La lignée TF-1 a été établie à partir de la moelle osseuse d’un homme de 35 ans atteint 

d’une érythroleucémie (Kitamura et al., 1989). 

 

Toutes les lignées cellulaires ont été fournies par DSMZ Germany, et cultivées dans du milieu 

RPMI 1640 (Lonza, Verviers, Belgium), additionné de 10% de sérum de veau foetal (SVF) 

(Hyclone, Perbio, Erembodegem, Belgium) et de 1% (v/v) d’antibiotique-antimycotique 

(BioWhittaker
TM

), à 37°C et avec 5% de CO2. 

Les réactifs utilisés pour le traitement des cellules sont présentés dans le tableau I. 

 

Tableau I : Composés utilisés pour le traitement des cellules. 

 

Nom du 

composé 

Fournisseur Manipulation Temps de 

traitememt 

Concentration 

finale 

TNF! Sigma transcription 4 à 6 h 20 ng/ml 

TNF! Sigma ARNm 6 h 0,5 et 20 ng/ml 

TNF! Sigma Gel retard 1 h 20 ng/ml 

TPA MP-Biomedicals transcription 4 h 100 nM 

Curcumine Sigma transcription 2 h de 

prétraitememt 

avant le TNF! 

20 #M 

Curcumine Sigma ARNm 2 h de 

prétraitememt 

avant le TNF! 

20 #M 

Remicade® 

(Infliximab) 

Centocor transcription 30 min de 

prétraitememt 

avant le TNF! 

 

1 mg/ml 
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II. 2. - Transfections transitoires  

 

Les transfections transitoires des cellules K562 ont été effectuées par électroporation en 

utilisant le BioRad gene Pulser. L’électroporation est une technique de perméabilisation de la 

membrane cellulaire par application directe d’une décharge électrique dans les conditions 

suivantes : 250 V et 500 #F.  

Pour chaque transfection, 250 #l de cellules (3,75 x 10
6
 cellules, 1,5 x 10

7
 cellules/ml), ont été 

combinées avec 5 #g du plasmide Renilla ph-RG-tk (Promega, Leiden, The Netherlands), 5 

#g d’un plasmide rapporteur, placé sous le contrôle des éléments régulateurs du gène de la 

GGT (p536-Luc et p875-Luc), sous le contrôle de 5 sites NF-#B consensus (pNF-

#B)(Stratagene) ou sous le contrôle de 7 sites AP-1 consensus (pAP-1)(Stratagene).  

 

Pour les co-transfections, 5 #g des plasmides d’expression codant pour des protéines de la 

voie NF-#B, de la voie AP-1 ou de la famille des facteurs de transcription ETS ont été ajoutés 

au mélange d’électroporation.  

Les expériences avec les siRNA (Dharmacon) ont été effectuées avec les duplexes 1, 2, 3 et 5 

pour p50 (NFkB1 : MU-003520-01) et avec les duplexes 1, 3, 4 et 5 pour p65 (RELA : MU-

003533-02). 100 #l du tampon 1X siRNA ont été ajoutés à 2 nmol de siRNA afin d’obtenir 

une concentration de 20 #M et 0,25 nmol des siRNA sont utilisés par transfection. Les siRNA 

ont été ajoutés au mélange d’électroporation contenant des cellules et des plasmides. Après la 

transfection, les cuvettes d’électroporation ont été placées pendant 10 min sur glace. 

24h après l’électroporation, les cellules transfectées ont été remises en suspension dans du 

milieu RPMI 1640 à une concentration de 10
6
 cellules/ml avec ou sans traitememt (Tableau 

I).  

Afin de mesurer l’activité Renilla, 75 #l du réactif Dual-Glo 
TM

 Luciferase Reagent 

(Promega) ont été ajoutés aux cellules et le mélange a été incubé pendant 10 minutes à 22°C. 

L’activité luciférase a ensuite été mesurée après ajout de 75 #l du réactif Dual-Glo 
TM

 Stop & 

Glo( Reagent (Promega) au mélange pendant 10 min. Les activités Renilla et luciférase ont 

été mesurées avec un luminomètre (Berthold) et les résultats sont exprimés en unités 

arbitraires de lumière et correspondent à l’activité luciférase rapportée à l’activité Renilla. 

 

 

 

 



 - 34 - 

II. 3. - Plasmides utilisés pour les transfections 
 

• pGL3-Enhancer (Promega) : ce plasmide a servi de base pour la construction des 

plasmides rapporteurs p536-Luc et p875-Luc, qui contiennent chacun une partie de l’exon 

1 (Rajpert-De Meyts et al., 1988) et soit 536 bp (p536-Luc) soit 835 bp (p835-Luc) de la 

séquence du promoteur C de la GGT humaine, clonée à partir du cosmide c507 (Visvikis 

et al., 2001) (Figure 11). Ces constructions nous ont été gracieusement fournies par le Pr. 

Athanase Visvikis et le Dr. Sandrine Daubeuf (Université de Nancy I, France). 

• pGL3 (Promega) : ce plasmide contient différents fragments du promoteur B de la GGT 

(Figure 12). Les plasmides rapporteurs p244-Luc, p348-Luc, p560-Luc et p778-Luc 

contiennent différents fragments du promoteur B en amont du gène de la luciférase 

(Visvikis et al., 2001). Ces constructions nous ont été gracieusement fournies par le Pr. 

Athanase Visvikis et le Dr. Sandrine Daubeuf (Université de Nancy I, France). 

• phRG-TK (Promega) : ce plasmide exprime la Renilla servant de contrôle de transfection. 

• pNF-#B (Stratagene) : plasmide contenant 5 répétitions d’un site NF#B consensus. 

• pAP-1 (Stratagene) : plasmide contenant 7 répétitions d’un site AP-1 consensus.  

• Les plasmides de la voie NF-#B : 

- TNFR1 : plasmide exprimant le récepteur au TNF! 

- TRAF2 : plasmide exprimant la protéine )RAF2  

- TRADD : plasmide exprimant la protéine TRADD  

- I#B!DN : plasmide exprimant la forme dominante négative de I#B!  

- p65 : plasmide exprimant la sous-unité protéique p65 de NF-!B 

Ces constructions nous ont été gracieusement fournies par le Pr. Bharat Aggarwal (Anderson 

Cancer Center, Houston, USA). 

• Les plasmides de la voie AP-1 : 

 -     c-Jun : plasmide exprimant la sous-unité protéique c-Jun de AP-1 

 -     c-Fos : plasmide exprimant la sous-unité protéique c-Fos de AP-1 

• Les plasmides de la famille des facteurs de transcription ETS : 

 -     PEA : plasmide exprimant la protéine PEA 

 -     ETV : plasmide exprimant la protéine ETV 

 -     ERM : plasmide exprimant la protéine ERM 
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II. 4. - Technique d’immunofluorescence  

 

Cette technique a été utilisée pour contrôler le niveau d’expression des protéines 

surexprimées. 24h après transfection avec 5 #g de plasmide d’expression, les cellules K562 

ont été marquées avec des anticorps (AC) fluorescents spécifiques.  

Pour les protéines cytoplasmiques TRAF2, TRADD, I#B!DN et p65, 10 x 10
6
 de cellules 

transfectées ont été fixées avec 200 #l de paraformaldéhyde (PFA) à 2% et incubées à 

l’obscurité à température ambiante pendant 15 min. Après lavage au PBS 1X, les membranes 

ont été perméabilisées par ajout de 100 #l de triton 0,1 % pendant 8 min à température 

ambiante. Puis lavées au PBS 1X, suivi d’une incubation avec l’AC primaire, dilué au 1:20
e
 

dans du PBS 1X-BSA 0,5% pendant 1h à température ambiante sous agitation. Les cellules 

ont ensuite été lavées et incubées avec l’AC secondaire, dilué au 1:40
e
 dans du PBS 1X-BSA 

0,5%, pendant 30 min à l’obscurité sous agitation. Après un nouveau lavage au PBS 1X, le 

culot a été suspendu dans 1 ml de PBS 1X. Afin de visualiser les noyaux des cellules, les 

cellules ont été incubées avec 1#l /ml de Hoechst pendant 15 min à 37°C. Un aliquot a ensuite 

été centrifugé par cytospin et observé sous un microscope fluorescent inversé DMIRB 

(Leica), équippé avec des filtres appropriés, une caméra Leica DFC 350 FX et un logiciel 

d’images Firecam 3.0 (Leica Microsystems). L’analyse des images a été réalisée avec le 

logiciel Image J 1.b (http://rsb.info.nih.gov/ij/). 

Pour la protéine membranaire TNFR-1, 10 x 10
6
 de cellules transfectées ont été incubées 

pendant 40 min sur glace avec l’AC primaire, dilué au 1 :40
e
 dans du PBS 1X-BSA 0,5%. Les 

cellules ont ensuite été lavées et incubées avec l’AC secondaire, dilué au 1 :100
e
 dans du PBS 

1X-BSA 0,5%, pendant 40 min à l’obscurité sur glace. Les cellules ont éte lavées au PBS 1X, 

puis le culot a été suspendu dans 1 ml PBS 1X et marqué avec 2#l/ml de Hoechst pendant 30 

min sur glace puis centrifugées par cytospin et observées sous le microscope. 

 

II. 5. - Mutagenèse des plasmides p536-Luc et p875-Luc 
 

Les deux sites NF-#B, se trouvant dans les plasmides p536-Luc et p875-Luc, ont été mutés 

par PCR en utilisant la Platinum ( Pfx DNA polymérase (Invitrogen) et des amorces 

spécifiques contenant une mutation dans les sites NF-#B (tableau II). Un site pour les 

enzymes de restriction XbaI ou BglII a été introduit dans la séquence à muter. Le plasmide 

p536-Luc est muté dans le site NF-#B 2 et le plasmide p875-Luc est muté, soit dans le site 
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NF-#B 2, soit dans le site NF-#B 3. La réaction de PCR a été réalisée avec un mix contenant  

1 #l d’ADN (p536-Luc ou p875-Luc) (50 ng), 5 #l de tampon Pfx Amplification 10X, 1,5 #l 

d’amorces sens (0,3 #M) et 1,5 #l d’amorces antisens (0,3 #M), 1,5 #l du mélange dNTP (0,3 

mM), 1 #l de MgSO4 (1 mM) et 0,4 #l de la Platinum ( Pfx ADN polymérase (1 unité). 

L’amplification a été réalisée à l’aide d’un thermocycleur (Eppendorf) dans les conditions 

suivantes : 2 min de dénaturation initiale à 94°C, 25 cycles de 15 sec à 94°C, 30 sec à 55°C 

suivies de 6 min à 68°C.  

Pour la mutation simultanée des deux sites NF-#B dans le plasmide p875-Luc, la deuxième 

mutation a été introduite dans le plasmide p875-Luc déjà muté pour le premier site.  

Après vérification des produits PCR par migration sur gel d’agarose 1,4%, les produits 

positifs ont été digérés par l’enzyme DpnI qui coupe l’ADN méthylé (la matrice) et pas 

l’ADN non méthylé (le produit PCR). La digestion a été réalisée pendant 2 h à 37°C. Les 

plasmides digérés ont ensuite été purifiés sur colonne (Qiagen) et 2 #l (environ 3 ng) de 

chaque produit PCR a été utilisé pour la transformation des bactéries XL1-blue (Stratagene). 

Trois à six clones positifs par site muté ont été choisis et pré-cultivés dans du milieu LB. Une 

mini-préparation des clones positifs, suivie d’une digestion par les enzymes de restriction 

XbaI, qui coupe entre le T et le C de la séquence (T*CTAG A) et BglII, qui coupe entre le A 

et le G de la séquence (A*GATC T) ont été réalisé afin de contrôler si la mutation avait été 

intégrée à l’endroit désiré. Finalement, les produits ainsi sélectionnés ont été séquencés 

(http://www.gatc-biotech.com/de/index.php). 

 

Tableau II : Séquences des amorces utilisées pour la mutagenèse des plasmides p536-

Luc et p875-Luc 

Les séquences mutées sont soulignées, le site pour l’enzyme de restriction BglII est surligné 

en jaune et le site pour l’enzyme XbaI en gris. 

 

Site Séquences  pb 

NF-#B 

2 

(S)    :5’-GAGAGGGCCTGTTAGGAGAGGCATCCCCTGCCCTGGGGTTGTA-3’ 

(AS) :5’-TACAACCCCAGGGCAGGGGATGCCTCTCCTAACAGGCCCTCTC-3’ 

43 

43 

NF-#B 

2 

muté 

(S):    5’-GAGAGGGCCTGTTAGGAGCGAGATCTGGTGCCCTGGGGTTGTA-3’ 

(AS): 5’-TACAACCCCAGGGCACCAGATCTCGCTCCTAACAGGCCCTCTC-3’ 

43 

43 

NF-#B (S) :    5’-GAAATTGGGGGTCAAGGAAGGACCCTCCTGGATTATGTGA-3’ 40 
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II. 6. - Mutagenèse systématique du plasmide p536-Luc  
 

Le plasmide p536-Luc a été muté systématiquement par PCR en utilisant la Platinium+ Pfx 

DNA Polymerase (Invitrogen). 53 oligonucléotides différents ont été dessinés afin de couvrir 

tout le promoteur C de la GGT, qui représente une séquence totale de 536 pb (tableaux III et 

IV). Les 53 oligonucléotides différents contiennent tous 40 pb différentes du promoteur C de 

la GGT (vers la direction du +1) mais les 10 pb au milieu contiennent toujours la même 

séquence TGTCTAGAGT. La séquence TGTCTAGAGT contient un site pour l’enzyme de 

restriction XbaI. La PCR a été réalisée selon les conditions décrite dans le paragraphe II.4. 

 

II. 7. - Extractions des facteurs nucléaires 
 

Les facteurs nucléaires ont été extraits à partir de 10 x 10
6
 cellules selon la méthode décrite 

par Schreiber et al. (Schreiber et al., 1989). Les membranes plasmiques et nucléaires ont été 

lysées dans un milieu hypertonique en présence de détergent dans des solutions salines 

contenant un cocktail d’inhibiteurs de protéases. Les facteurs nucléaires ont été dosés selon la 

méthode de Bradford (Bradford 1976). 

 

II. 8. - Gel retard  

 

Des sondes radioactives (0,2 ng) ont été incubées avec 5-10 #g de facteurs nucléaires, 2 

#g/ml de poly-dIdC (oligonucléotide synthétique qui permet par compétition d’éliminer les 

fixations non spécifiques des protéines 

NF-#B 

3 

(S) :    5’-GAAATTGGGGGTCAAGGAAGGACCCTCCTGGATTATGTGA-3’ 

(AS) : 5’-TCACATAATCCAGGAGGGTCCTTCCTTGACCCCCAATTTC-3’ 

40 

40 

NF-#B 

3 

muté 

(S) :    5’-GAAATTGGGGGTCAACTCTAGACGGTCCTGGATTATGTGA-3’ 

(AS) : 5’-TCACATAATCCAGGACCGTCTAGAGTTGACCCCCAATTTC-3’ 

40 

40 
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GACTCCCTTCAGTCCAGGTGACCAGGGTCCTTGGAGTGACAGCTCCTAGAGCCCCACCTGTAGTCCTGCA 

TGTCTAGAGT 

 Oligo 1   2   3      4     5   6         7 

     

AGCTGGGGAGAGGGCCTGTTAGGAGAGGCATCCCCTGCCCTGGGGTTGTAGAGGTGAACTAGGCTCCTCA 

   8     9  10            11     12    13  

 

GACCTTGTGGGGCCTCAGATGCTTACATCTCCAGCCCCTCCTGGCGTGGGCATCTGGCTGCAGCCCAGCT 

  14  15    16        17   18       19        20 

 

CTGTGGCCCCATCTCCCAGGGAACCTTTGGTCTAATCTGCCTCCCGCTGAAACCCAGCCTCATTCAGCCC 

  21       22     23   24        25        26        27 

 

CACCGAGGCTTTCAGAGTTCAGGTCTCTCATTCAGGGTTTGAGACCCCACCGGGCTCAGAGACACCTGCA 

  28       29        30         31        32       33        34 

   

GCCTGCAGCGGTCCCAGATCACAGCCTCAGGGATGGGACCAGGAGCCAGCCCACATCCCACCTGCAGCAG 

 35        36         37       38        39        40        41 

                           

TTCCTGTGCCTTTAAAGCCTCCCCTCCCCCCGCCCCGCCCCCAGGCCACTAGGGGAGGGAAGGAGGAGCT 

42          43        44        45       46         47       48 

           

GGGTCACAGCAGGGAATCTTAGCTTGGTTTTGGTGTGCTGCTGGATgaccagaccgggcgtcgggtgagc 

49         50        51        52        53     

 

ccagaagtgagagcagttggctgtgccccagtgctgtgtgacccagag 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau III : Représentation des 53 oligonucléotides utilisés pour la mutagenèse 

systématique réalisée dans le plasmide p536-Luc. 

 

Les 536 pb du promoteur C de la GGT ont été mutées systématiquement dans le plasmide 

p536-Luc par séquences de 10 pb successives. Ces 53 séquences sont toujours remplacées par 

la même séquence TGTCTAGAGT surlignée en vert. Le site d’initiation +1 est encadré en 

noir et la région transcrite est écrite en minuscules. 
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Tableau IV : Séquences des 53 oligonucléotides utilisés pour la mutagenèse systématique 

du plasmide p536-Luc.  

Les séquences mutées sont soulignées et le site pour l’enzyme de restriction XbaI est surligné 

en gris. 

 

Oligonucléotides Séquences 
Taille 
(pb) 

Oligonucléotides 1 S:  5’ TAGCCCGGGCTCGAGTGTCTAGAGTAGTCCAGGTGACCAG 3’ 

AS: 5’ CTGGTCACCTGGACTACTCTAGACACTCGAGCCCGGGCTA 3’ 
40 

Oligonucléotides 2 S:  5’ TCGAGGACTCCCTTCTGTCTAGAGTACCAGGGTCCTTGGA 3’ 

AS: 5’ TCCAAGGACCCTGGTACTCTAGACAGAAGGGAGTCCTCGA 3’ 
40 

Oligonucléotides 3 S:  5’ CCTTCAGTCCAGGTGTGTCTAGAGTTTGGAGTGACAGCTC 3’ 

AS: 5’ GAGCTGTCACTCCAAACTCTAGACACACCTGGACTGAAGG 3’ 
40 

Oligonucléotides 4 S:  5’ AGGTGACCAGGGTCCTGTCTAGAGTAGCTCCTAGAGCCCC 3’ 

AS: 5’ GGGGCTCTAGGAGCTACTCTAGACAGGACCCTGGTCACCT 3’ 
40 

Oligonucléotides 5 S:  5’ GGTCCTTGGAGTGACTGTCTAGAGTGCCCCACCTGTAGTC 3’ 

AS: 5’ GACTACAGGTGGGGCACTCTAGACAGTCACTCCAAGGACC 3’ 
40 

Oligonucléotides 6 S:  5’ GTGACAGCTCCTAGATGTCTAGAGTTAGTCCTGCAAGCTG 3’ 

AS: 5’ CAGCTTGCAGGACTAACTCTAGACATCTAGGAGCTGTCAC 3’ 
40 

Oligonucléotides 7 S:  5’ CTAGAGCCCCACCTGTGTCTAGAGTAGCTGGGGAGAGGGC 3’ 

AS: 5’ GCCCTCTCCCCAGCTACTCTAGACACAGGTGGGGCTCTAG 3’ 
40 

Oligonucléotides 8 S:  5’ ACCTGTAGTCCTGCATGTCTAGAGTAGGGCCTGTTAGGAG 3’ 

AS: 5’ CTCCTAACAGGCCCTACTCTAGACATGCAGGACTACAGGT 5’ 
40 

Oligonucléotides 9 S:  5’ CTGCAAGCTGGGGAGTGTCTAGAGTAGGAGAGGCATCCCC 3’ 

AS: 5’ GGGGATGCCTCTCCTACTCTAGACACTCCCCAGCTTGCAG 3’ 
40 

Oligonucléotides 10 S:  5’ GGGAGAGGGCCTGTTTGTCTAGAGTTCCCCTGCCCTGGGG 3’ 

AS: 5’ CCCCAGGGCAGGGGAACTCTAGACAAACAGGCCCTCTCCC 3’ 
40 

Oligonucléotides 11 S:  5’ GGGAGAGGGCCTGTTTGTCTAGAGTTCCCCTGCCCTGGGG 3’ 

AS: 5’ CTAGTTCACCTCTACACTCTAGACACAGGGGATGCCTCTC 3’ 
40 

Oligonucléotides 12 S:  5’ CCCTGCCCTGGGGTTTGTCTAGAGTACTAGGCTCCTCAGA 3’ 

AS: 5’ TCTGAGGAGCCTAGTACTCTAGACAAACCCCAGGGCAGGG 3’ 
40 

Oligonucléotides 13 S:  5’ GGGTTGTAGAGGTGATGTCTAGAGTTCAGACCTTGTGGGG 3’ 

AS: 5’ CCCCACAAGGTCTGAACTCTAGACATCACCTCTACAACCC 3’ 
40 

Oligonucléotides 14 S:  5’ GGTGAACTAGGCTCCTGTCTAGAGTTGGGGCCTCAGATGC 3’ 

AS: 5’ GCATCTGAGGCCCCAACTCTAGACAGGAGCCTAGTTCACC 3’ 
40 

Oligonucléotides 15 S:  5’ GCTCCTCAGACCTTGTGTCTAGAGTGATGCTTACATCTCC 3’ 

AS: 5’ GGAGATGTAAGCATCACTCTAGACACAAGGTCTGAGGAGC 3’ 
40 

Oligonucléotides 16 S:  5’ CCTTGTGGGGCCTCATGTCTAGAGTTCTCCAGCCCCTCCT 3’ 

AS: 5’ AGGAGGGGCTGGAGAACTCTAGACATGAGGCCCCACAAGG 3’ 
40 

Oligonucléotides 17 S:  5’ CCTCAGATGCTTACATGTCTAGAGTCTCCTGGCGTGGGCA 3’ 

AS: 5’ TGCCCACGCCAGGAGACTCTAGACATGTAAGCATCTGAGG 3’ 
40 

Oligonucléotides 18 S:  5’ TTACATCTCCAGCCCTGTCTAGAGTGGGCATCTGGCTGCA 3’ 

AS: 5’ TGCAGCCAGATGCCCACTCTAGACAGGGCTGGAGATGTAA 3’ 
40 

Oligonucléotides 19 S:  5’ AGCCCCTCCTGGCGTTGTCTAGAGTCTGCAGCCCAGCTCT 3’ 

AS: 5’ AGAGCTGGGCTGCAGACTCTAGACAACGCCAGGAGGGGCT 3’ 
40 
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Oligonucléotides 20 S:  5’ GGCGTGGGCATCTGGTGTCTAGAGTGCTCTGTGGCCCCAT 3’ 

AS: 5’ ATGGGGCCACAGAGCACTCTAGACACCAGATGCCCACGCC 3’ 
40 

Oligonucléotides 21 S:  5’ TCTGGCTGCAGCCCATGTCTAGAGTCCCATCTCCCAGGGA 3’ 

AS: 5’ TCCCTGGGAGATGGGACTCTAGACATGGGCTGCAGCCAGA 3’ 
40 

Oligonucléotides 22 S:  5’ GCCCAGCTCTGTGGCTGTCTAGAGTAGGGAACCTTTGGTC 3’ 

AS: 5’ GACCAAAGGTTCCCTACTCTAGACAGCCACAGAGCTGGGC 3’ 
40 

Oligonucléotides 23 S:  5’ GTGGCCCCATCTCCCTGTCTAGAGTTGGTCTAATCTGCCT 3’ 

AS: 5’ AGGCAGATTAGACCAACTCTAGACAGGGAGATGGGGCCAC 3’ 
40 

Oligonucléotides 24 S:  5’ CTCCCAGGGAACCTTTGTCTAGAGTTGCCTCCCGCTGAAA 3’ 

AS: 5’ TTTCAGCGGGAGGCAACTCTAGACAAAGGTTCCCTGGGAG 5’ 
40 

Oligonucléotides 25 S:  5’ ACCTTTGGTCTAATCTGTCTAGAGTTGAAACCCAGCCTCA 3’ 

AS: 5’ TGAGGCTGGGTTTCAACTCTAGACAGATTAGACCAAAGGT 3’ 
40 

Oligonucléotides 26 S:  5’ TAATCTGCCTCCCGCTGTCTAGAGTCCTCATTCAGCCCCA 3’ 

AS: 5’ TGGGGCTGAATGAGGACTCTAGACAGCGGGAGGCAGATTA 3’ 
40 

Oligonucléotides 27 S:  5’ CCCGCTGAAACCCAGTGTCTAGAGTCCCCACCGAGGCTTT 3’ 

AS: 5’ AAAGCCTCGGTGGGGACTCTAGACACTGGGTTTCAGCGGG 3’ 
40 

Oligonucléotides 28 S:  5’ CCCAGCCTCATTCAGTGTCTAGAGTGCTTTCAGAGTTCAG 3’ 

AS: 5’ CTGAACTCTGAAAGCACTCTAGACACTGAATGAGGCTGGG 3’ 
40 

Oligonucléotides 29 S:  5’ TTCAGCCCCACCGAGTGTCTAGAGTTTCAGGTCTCTCATT 3’ 

AS: 5’ AATGAGAGACCTGAAACTCTAGACACTCGGTGGGGCTGAA 3’ 
40 

Oligonucléotides 30 S:  5’ CCGAGGCTTTCAGAGTGTCTAGAGTTCATTCAGGGTTTGA 3’ 

AS: 5’ TCAAACCCTGAATGAACTCTAGACACTCTGAAAGCCTCGG 3’ 
40 

Oligonucléotides 31 S:  5’ CAGAGTTCAGGTCTCTGTCTAGAGTTTTGAGACCCCACCG 3’ 

AS: 5’ CGGTGGGGTCTCAAAACTCTAGACAGAGACCTGAACTCTG 3’ 
40 

Oligonucléotides 32 S:  5’ GTCTCTCATTCAGGGTGTCTAGAGTCACCGGGCTCAGAGA 3’ 

AS: 5’ TCTCTGAGCCCGGTGACTCTAGACACCCTGAATGAGAGAC 3’ 
40 

Oligonucléotides 33 S:  5’ CAGGGTTTGAGACCCTGTCTAGAGTAGAGACACCTGCAGC 3’ 

AS: 5’ GCTGCAGGTGTCTCTACTCTAGACAGGGTCTCAAACCCTG 3’ 
40 

Oligonucléotides 34 S:  5’ GACCCCACCGGGCTCTGTCTAGAGTGCAGCCTGCAGCGGT 3’ 

AS: 5’ ACCGCTGCAGGCTGCACTCTAGACAGAGCCCGGTGGGGTC 3’ 
40 

Oligonucléotides 35 S:  5’ GGCTCAGAGACACCTTGTCTAGAGTGCGGTCCCAGATCAC 3’ 

AS: 5’ GTGATCTGGGACCGCACTCTAGACAAGGTGTCTCTGAGCC 3’ 
40 

Oligonucléotides 36 S:  5’ CACCTGCAGCCTGCATGTCTAGAGTATCACAGCCTCAGGG 3’ 

AS: 5’ CCCTGAGGCTGTGATACTCTAGACATGCAGGCTGCAGGTG 3’ 
40 

Oligonucléotides 37 S:  5’ CTGCAGCGGTCCCAGTGTCTAGAGTCAGGGATGGGACCAG 3’ 

AS: 5’ CTGGTCCCATCCCTGACTCTAGACACTGGGACCGCTGCAG 3’ 
40 

Oligonucléotides 38 S:  5’ CCCAGATCACAGCCTTGTCTAGAGTACCAGGAGCCAGCCC 3’ 

AS: 5’ GGGCTGGCTCCTGGTACTCTAGACAAGGCTGTGATCTGGG 3’ 
40 

Oligonucléotides 39 S:  5’ AGCCTCAGGGATGGGTGTCTAGAGTAGCCCACATCCCACC 3’ 

AS: 5’ GGTGGGATGTGGGCTACTCTAGACACCCATCCCTGAGGCT 3’ 
40 

Oligonucléotides 40 S:  5’ ATGGGACCAGGAGCCTGTCTAGAGTCCACCTGCAGCAGTT 3’ 

AS: 5’ AACTGCTGCAGGTGGACTCTAGACAGGCTCCTGGTCCCAT 3’ 
40 

Oligonucléotides 41 S:  5’ GAGCCAGCCCACATCTGTCTAGAGTCAGTTCCTGTGCCTT 3’ 

AS: 5’ AAGGCACAGGAACTGACTCTAGACAGATGTGGGCTGGCTC 3’ 
40 

Oligonucléotides 42 S:  5’ ACATCCCACCTGCAGTGTCTAGAGTGCCTTTAAAGCCTCC 3’ 

AS: 5’ GGAGGCTTTAAAGGCACTCTAGACACTGCAGGTGGGATGT 3’ 
40 

Oligonucléotides 43 S:  5’ TGCAGCAGTTCCTGTTGTCTAGAGTCCTCCCCTCCCCCCG 3’ 

AS: 5’ CGGGGGGAGGGGAGGACTCTAGACAACAGGAACTGCTGCA 3’ 
40 
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Oligonucléotides 44 S:  5’ CCTGTGCCTTTAAAGTGTCTAGAGTCCCCGCCCCGCCCCC 3’ 

AS: 5’ GGGGGCGGGGCGGGGACTCTAGACACTTTAAAGGCACAGG 3’ 
40 

Oligonucléotides 45 S:  5’ TAAAGCCTCCCCTCCTGTCTAGAGTCCCCCAGGCCACTAG 3’ 

AS: 5’ CTAGTGGCCTGGGGGACTCTAGACAGGAGGGGAGGCTTTA 3’ 
40 

Oligonucléotides 46 S:  5’ CCTCCCCCCGCCCCGTGTCTAGAGTACTAGGGGAGGGAAG 3’ 

AS: 5’ CTTCCCTCCCCTAGTACTCTAGACACGGGGCGGGGGGAGG 3’ 
40 

Oligonucléotides 47 S:  5’ CCCCGCCCCCAGGCCTGTCTAGAGTGGAAGGAGGAGCTGG 3’ 

AS: 5’ CCAGCTCCTCCTTCCACTCTAGACAGGCCTGGGGGCGGGG 3’ 
40 

Oligonucléotides 48 S:  5’ AGGCCACTAGGGGAGTGTCTAGAGTGCTGGGTCACAGCAG 3’ 

AS: 5’ CTGCTGTGACCCAGCACTCTAGACACTCCCCTAGTGGCCT 3’ 
40 

Oligonucléotides 49 S:  5’ GGGAGGGAAGGAGGATGTCTAGAGTAGCAGGGAATCTTAG 3’ 

AS: 5’ CTAAGATTCCCTGCTACTCTAGACATCCTCCTTCCCTCCC 3’ 
40 

Oligonucléotides 50 S:  5’ GAGGAGCTGGGTCACTGTCTAGAGTCTTAGCTTGGTTTTG 3’ 

AS: 5’ CAAAACCAAGCTAAGACTCTAGACAGTGACCCAGCTCCTC 3’ 
40 

Oligonucléotides 51 S:  5’ GTCACAGCAGGGAATTGTCTAGAGTTTTTGGTGTGCTGCT 3’ 

AS: 5’ AGCAGCACACCAAAAACTCTAGACAATTCCCTGCTGTGAC 3’ 
40 

Oligonucléotides 52 S:  5’ GGAATCTTAGCTTGGTGTCTAGAGTCTGCTGGATGACCAG 3’ 

AS: 5’ CTGGTCATCCAGCAGACTCTAGACACCAAGCTAAGATTCC 3’ 
40 

Oligonucléotides 53 S:  5’ CTTGGTTTTGGTGTGTGTCTAGAGTACCAGACCGGGCGTC 3’ 

AS: 5’ GACGCCCGGTCTGGTACTCTAGACACACACCAAAACCAAG 3’ 
40 

 

 

à l’ADN cible), 2 mg/ml d’albumine de sérum de veau (favorise la formation du complexe) et 

80 mM de spermidine (polyamine qui se lie à l’ADN et stimule l’activité de la Polynucléotide 

kinase T4). 

Après 30 à 45 min d’incubation à 4°C, les mélanges ont été déposés sur un gel de 

polyacrylamide à 5%. Les complexes protéines/ADN formés ont alors été séparés par 

électrophorèse pendant 2 à 3 h à 16 mA dans le tampon TBE 0,5X. Le gel a été séché par 

aspiration sous vide, puis révélé par autoradiographie à l’aide d’un film Kodak X-Omat. 

Les sondes ont été formées par hybridation des brins sens et antisens (Tableau V).  

Les oligonucléotides simple brin lyophilisés ont été repris dans de l’eau ultrapure, puis 1500 

ng du brin sens (+) et 1500 ng du brin antisens (-) ont été mélangés à 12 #l de tampon 

d’hybridation 5X puis hybridés dans un thermocycleur selon les conditions suivantes : 90°C 

pendant 5 min, 65°C pendant 10 min, 37°C pendant 10 min, 20°C pendant 10 min et 4°C 

jusqu’au moment de la précipitation.  

 

Tableau V : Séquences des sondes utilisées pour les expériences de gel retard. 

Les noms des sondes, les séquences sens (s) et antisens (as), la position des oligonucléotides 

dans les promoteurs GGT ainsi que la taille des oligonucléotides sont indiqués. Les sites de 
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fixation des facteurs sont soulignés et en gras. La séquence NF-#B consensus est issue du 

promoteur de la chaîne légère # des immunoglobulines. 

 

Sondes 

 

Séquence Position 

(promoteur 

GGT) 

Taille 

(pb) 

NF-#B 

consensus 

(s) : 5’-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’ 

(as) : 5’-GCCTGGGAAAGTCCCCTCAACT-3’ 

 22 

Séquence 42 

 

(s): 5’-TGTCTAGAGTCAGTTCCTGTTGTCTAGAGT-3’ 

(as): 5’-ACTCTAGACAACAGGAACTGACTCTAGACA 

-111 à -123 30 

 

 

Les sondes ADN double brin ont ensuite été précipitées avec 0,1 volume d’acétate de Na (3 

M) et 3 volumes d’éthanol à 100 % à -20°C. Après une nuit, ce mélange a été centrifugé à 

14.000 g pendant 15 min. à 4°C. Le surnageant a été éliminé, puis le culot a été lavé avec 200 

#l d’éthanol à 75 %. Après une centrifugation à 14.000 g (4°C) pendant 10 min, le culot a été 

séché et repris dans 15 #l H2O (approx. 200 ng/#l).  

Le marquage des sondes a été réalisé avec la polynucléotide kinase T4 (Roche), qui catalyse 

le transfert d’un groupement phosphate en position " de l’ATP (["-32
P]-ATP (ICN) sur la 

terminaison 5’ hydroxylée de l’ADN. Le marquage a été réalisé dans un mélange constitué de 

2 #l d’oligonucléotides double brins, de 2 #l ["-32
P]-ATP (activité spécifique : 7.000 

Ci/mmol), de 1 #l Polynucléotide kinase T4, de 2 #l de tampon Kinase 10X et de 13 #l H2O. 

Ce mélange a été incubé pendant 30 min à 37°C et l’ADN double brin marqué a été purifié 

sur colonne (Qiaquick Removal Nucleotide, Qiagen), puis élué. 

Les expériences de compétition, ayant pour but de déterminer la spécificité des complexes 

obtenus, ont été réalisées avec un excès de sonde froide non marquée par rapport à la sonde 

marquée. Les facteurs nucléaires ont été incubés avec les deux sondes pendant 45 min à 4°C 

et les échantillons ont ensuite été déposés sur gel. 

Les expériences de supershift, permettant d’identifier la protéine formant le complexe retardé, 

ont été réalisées en incubant les facteurs nucléaires ainsi que les sondes avec des AC 

spécifiques utilisés à une concentration de 200 #g d’IgG/0,1 ml (tableau VI). Si un complexe 

est formé, il migrera plus lentement à cause de son poids moléculaire plus élevé (supershift). 

Il est cependant à noter que l’épitope reconnu par l’AC peut se situer au niveau du site de 
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liaison à l’ADN et une disparition du complexe protéine-ADN peut donc être observée. Il 

s’agit alors d’une immunodéplétion.  

 

Tableau VI : Anticorps utilisés pour les expériences de supershifts. 

Anticorps Spécificité 

p50 

(TransAM) 

Pas fourni. 

p65 

(sc-109) 

AC polyclonal de lapin dirigé contre un domaine amino-terminal de la protéine 

NF-#B p65. 

 

II. 9. - Immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) 
 

20 x 10
6 

cellules K562 ont été fixées avec le formaldéhyde 1% pendant 10 min à température 

ambiante puis incubées avec la glycine (0,125 M) pendant également 10 min à température 

ambiante. Les cellules ont ensuite été lavées au PBS 1X, centrifugées et le culot a été 

resuspendu dans le tampon de lyse (5 mM PIPES pH8, 85 mM KCl, 0,5% NP-40 plus un 

cocktail d’inhibiteur de protéases (Complete minus EDTA, Roche)) pendant 10 min. Après la 

lyse des cellules, les noyaux ont été collectés par centrifugation, lavés au tampon de digestion 

(5 mM Hepes pH7,5, 60 mM KCl, 15 mM NaCl, 0,34 mM sucrose, 0,15 mM 

mercaptoéthanol, 0,5 mM spermidine plus un cocktail d’inhibiteur des protéases), et 

resuspendus dans le tampon de digestion, additionné de 3 mM CaCl2.  

Cette suspension a été incubée pendant 10 min avec la nucléase micrococcale (Mnase, 

Worthington) afin de couper la chromatine en petits fragments d’une taille moyenne de 

600pb. Après les 10 min, la réaction a été bloquée avec le tampon Stop (90 mM Hepes pH7,9, 

10 mM EDTA, 220 mM NaCl, 2% Triton X 100, 0,2% Na-deoxycholate, 0,2% SDS plus un 

cocktail d’inhibiteur de protéases).  

La chromatine, séparée des débris cellulaires par centrifugation, a ensuite été incubée avec 

des billes d’agarose de type A (Upstate) pendant 1h à 4°C afin de la débarasser des AC non 

spécifiques.  

Après cette incubation, l’ADN a été dilué avec le tampon de dilution IP (16,7 mM Tris-Cl 

pH8,1, 167 mM NaCl, 1,2 mM EDTA, 1,1 % Triton X-100, 0,01% SDS et cocktail 

d’inhibiteur de protéases), et 10% de cette solution a été utilisée comme input pour l’analyse 

des résultats.  
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La chromatine ainsi diluée a ensuite été incubée avec les AC p50 (sc-7178X), p65 (sc-8008), 

Sp1 (sc-420X), ARN polymérase II (05-623, Upstate) et l’IgG non spécifique (Santa Cruz) 

pendant la nuit sous agitation à 4°C. Les complexes ADN-protéines-AC formés ont ensuite 

été incubés avec des billes d’agarose de type A ou G (dépend de la spécificité de l’AC) 

(Upstate) pendant 1h à 4°C, puis lavées 2 fois avec du tampon de dialyse 1X (50 mM Tris-

HCl pH8, 2 mM EDTA, 0,2% sarkosyl plus cocktail d’inhibiteur des protéases) et 4 fois avec 

du tampon de lavage IP (100 mM Tris-HCl pH9, 500 mM LiCl, 1% NP-40, et 1% acide 

déoxycholique).  

Les complexes ADN-protéines précipités ont été détachés des billes par incubation avec du 

tampon d’élution (50 mM NaHCO3, 1% SDS) et par agitation légère au vortex.  

Le cross-linking a ensuite été réversé en ajoutant du NaCl (0,3 M) et en incubant la 

chromatine avec la RNase A pendant la nuit à 65°C.  

Après les échantillons ont été digérés avec la protéinase K pendant 1h30 à 45°C et l’ADN a 

été purifié sur colonne (PCR purification kit, Qiagen). 

Un aliquot a ensuite été amplifié par PCR en temps réel en utilisant le mix « 1X Power 

SYBR( Green PCR Master Mix » (Applied Biosystems), et 0,1 #M de chaque brin de 

l’amorce GGT (s : 5’- GTGAGCCCAGAAGTGAGA-3’, as : 5’- 

TGGACTCGAAGGGGTGGATA-3’). L’amorce choisie cible la région du promoteur C de la 

GGT contenant les sites NF-#B1 et Sp1. Les amplifications ont été réalisées avec un appareil 

ABI 7300 real-time PCR system (Applied Biosystems) dans les conditions suivantes : 10 min 

à 95°C, 40 cycles de 15 sec à 95°C et 60 sec à 60°C.  

Les différences relatives entre les échantillons ont été déterminées par la méthode du ,,CT. 

La valeur du ,CT reflète la différence de la quantité d’ADN immunoprécipité par rapport à 

l’input. Le ,,CT a été calculé en soustrayant le ,CT de l’IgG du ,CT de l’échantillon testé. 

Les valeurs résultant ont été converties en taux de variation par rapport au contrôle en 

utilisant le 2
-,,CT

. 

 

II. 10. - Extraction d’ARN total 
 

Les ARN totaux ont été extraits à partir de 10 x 10
6
 cellules traitées ou non. Les cellules ont 

été lavées au PBS 1X, centrifugées à 350 g pendant 7 min puis lysées avec le réactif TRIzol( 

(Invitrogen, Merelbeke, Belgium). Les ARN totaux purs ont finalement été élués avec de 

l’eau et quantifiés au spectrophotomètre (Nanodrop). 
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II. 11. - PCR semi-quantitative 
 

5 #g d’ARN totaux ont été soumis à la transcription inverse en utilisant le kit « SuperScript
TM

 

First-strand Synthesis System for RT-PCR » (Invitrogen). Les ADNc obtenus ont été 

amplifiés par PCR à l’aide du kit « Platinium( Taq DNA Polymerase High Fidelity ». Les 

amorces utilisées sont présentées dans le tableau VII.  

L’amplification a été réalisée dans un thermocycleur (Eppendorf). Après une phase de 

dénaturation initiale et d’activation de l’enzyme pendant 5 min à 94°C, les ADNc ont subi 35 

répétitions du cycle suivant : 94°C pendant 30 sec. (dénaturation), 54°C pendant 30 sec. 

(hybridation) et 72°C pendant 45 sec. (élongation). Les produits de PCR ont ensuite été 

soumis à une électrophorèse sur gel d’agarose à 1,4 %, contenant du bromure d’éthidium dans 

du tampon Tris Borate EDTA (TBE) 1X et quantifiés. Pour chaque amplification, nous avons 

réalisé parallèlement une amplification du gène S14 afin de standardiser la quantité d’ARN 

utilisée. 

 

Tableau VII : Séquences des oligonucléotides utilisés pour les expériences 

d’amplification par PCR. 

Le nom et la séquence ((s) sens et (as) antisens) de l’oligonucléotide, le nom de l’ARNm ciblé 

ainsi que la taille amplifiée sont indiqués. 

 

Oligonucléotides Séquences ARNm Taille 

(pb) 

Type A s 

Type A as 

5’-CACAGGGGACATACAGTGAG-3’ 

5’-GAAATAGCTGAAGCACGCGC-3’ 

GGT type I 

Sous type A 

308 pb 

 

Type B s 

Type B as 

5’-GGATTCTCCCAGAGATTGCC-3’ 

5’-GAAGGTCAAGGGAGGTTACC-3’ 

GGT type I 

Sous type B 

300 pb 

 

Type C s 

Type C as 

5’-GCCCAGAAGTGAGAGCAGTT-3’ 

5’-TCCAGAAAGCAGCTAGAGGG-3’ 

GGT type I 

Sous type C 

386 pb 

S14 s 

S14 as 

5’-GGCAGACCGAGATGAATCCTC-3’ 

5’-CAGGTCCAGGGGTCTTGGTCC-3’ 

Contrôle 144 pb 
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II. 12. - Extraction des protéines totales 
 

L’extraction des protéines totales a été réalisée en utilisant le kit « M-PER » (Mammalian 

Protein Extraction Reagent) (Pierce, Belgique). Un culot de 10 x 10
6
 de cellules a été remis en 

suspension avec la solution M-PER additionnée de 40 #l/ml de &complete&, un mélange 

d’antiprotéases, à raison de 1 ml pour 100 mg de culot cellulaire. La lyse des cellules a été 

effectuée sous agitation pendant 10 min à température ambiante. Les débris cellulaires ont été 

éliminés par centrifugation à 4°C pendant 15 min à 14.000g. La quantification des protéines 

contenues dans le surnageant a été réalisée par la méthode de Bradford (Bradford 1976). 

 

II. 13. - Western blot 
 

Un volume correspondant à 5-10 #g de protéines (protéines totales ou facteurs nucléaires) a 

été mélangé à un volume équivalent de tampon échantillon dénaturant 2X, et dénaturé à 100° 

C au bain-marie pendant 5 min. L’électrophorèse des échantillons a été effectuée à 10 mA 

pour le gel de concentration (4% de polyacrylamide), puis à 20 mA pour le gel de séparation 

(10% de polyacrylamide) dans du tampon d’électrophorèse.  

Après séparation, les protéines ont été transférées sur une membrane de 

PolyVinylidineDiFluoride (PVDF) (GE Healthcare, Pays-Bas) activée à une intensité de 200 

mA pendant 2h à 4°C dans du tampon de transfert.  

Après transfert, la membrane a été saturée dans du tampon contenant du PBS 1X, additionné 

de 0,1% Tween 20 (PBS-T) et 5% de lait écrémé, sous agitation pendant une nuit à 4°C.  

Après saturation, la membrane a été incubée avec l’AC primaire dans du PBS-T additionné de 

5% de lait pendant 1h sous agitation à température ambiante. La membrane a ensuite été lavée 

dans du PBS-T, puis incubée avec l’AC secondaire pendant 1h sous agitation à température 

ambiante. Après un dernier lavage au PBS-T, la membrane a été incubée avec le réactif 

chimioluminescent ECL (Pierce, Belgique) et les protéines ont été visualisées sur un film 

d’autoradiographie (Hyperfilm
TM

, GE Healthcare, Pays-Bas).  

 

Les AC et les dilutions utilisés pour nos expériences sont précisés dans le tableau VIII. L’AC 

anti-GGT a été développé par Hanigan et Frierson (Hanigan and Frierson 1996) et a 

gracieusement été fourni par le Pr. Alfonso Pompella (Department of Experimental Pathology 
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BMIE, University of Pisa Medical School, Italy). Les AC secondaires utilisés sont couplés à la 

peroxydase de raifort (en anglais horseradish peroxidase (HRP)). 

 

Tableau VIII : Anticorps primaires et secondaires utilisés pour les western blots 

 

Protéine 

cible 

AC primaire AC secondaire 

GGT Monoclonal de lapin, dilué au 

1/10.000
e
 

AC d’âne anti-lapin (Santa Cruz 

Biotechnology) dilué au 1/10.000
e
 

p50 sc-7178, 

 dilué au 1/2.500
e
 

AC d’âne anti-lapin (Santa Cruz 

Biotechnology) dilué au 1/4.000
e
 

p65  sc-372, 

 dilué au 1/2.000
e
 

AC d’âne anti-lapin (Santa Cruz 

Biotechnology) dilué au 1/4.000
e
 

Grp78 sc-13968, 

dilué au 1/200
e
 

AC d’âne anti-lapin (Santa Cruz 

Biotechnology) dilué au 1/50.000
e
 

CD40 sc-975, 

dilué au 1/1.000
e
 

AC d’âne anti-lapin (Santa Cruz 

Biotechnology) dilué au 1/10.000
e
 

RelB 

 

sc-226, 

dilué au 1/5.000
e
 

AC d’âne anti-lapin (Santa Cruz 

Biotechnology) dilué au 1/5.000
e
 

IL-10 sc-8438, 

dilué au 1/1000
e
 

AC de chèvre anti-souris 

(Santa Cruz Biotechnology), 

 dilué au 1/2000
e
 

I#B! sc-203, 

dilué au 1/400
e
 

AC d’âne anti-lapin (Santa Cruz 

Biotechnology) dilué au 1/2000
e
 

% actine AC anti-% actine (Sigma) 

monoclonal de souris, dilué au 

1/5.000
e
 

AC de chèvre anti-souris 

(Santa Cruz Biotechnology), dilué au 

1/10.000
e
 

 

II. 14. - Mesure de l’activité enzymatique de la "-glutamyltransférase 
 

L’activité enzymatique de la GGT a été mesurée selon la méthode de Sze et al. (Sze et al., 

1993). L’hydrolyse du substrat synthétique, le "-glutamyl-p-nitroanilide ("-GPNA ; Sigma) 

par la GGT, génère la p-nitroaniline, colorée en jaune et présentant un pic d’absorbance 
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autour de 380 nm pouvait être mesuré par spectrophotométrie. Une unité de l’activité GGT est 

définie comme la quantité de l’enzyme capable de libérer 1 mmol de p-nitroaniline par minute 

(Huseby and Stromme 1974). 

 

II. 15. - Etude de la "-glutamyltransférase et du cytosquelette 

d’actine par microscopie à fluorescence 

 

Après traitement, 10 x 10
6
 cellules ont été lavées au PBS 1X et incubées pendant 40 min sur 

glace avec l’AC primaire de la GGT, dilué au 1:100
e
 dans du PBS 1X-BSA 0,5%. Les cellules 

ont ensuite été lavées au PBS 1X et incubées avec l’AC secondaire (Alexa Red 568), dilué au 

1:100
e
 dans du PBS 1X-BSA 0,5% sur glace et à l’obscurité pendant 40 min. Après un dernier 

lavage, le culot cellulaire a été resuspendu avec 1 ml de PBS 1X additionné de 2 #l/ml de 

Hoechst. Le mélange a été incubé pendant 30 min sur glace et un aliquot a été centrifugé par 

cytospin et observé sous le microscope.  

Le cytosquelette d’actine peut être observé par marquage des cellules à la phalloïdine 

(Invitrogen). 10 x 10
6
 cellules ont été lavées au PBS 1X et incubées avec la phalloïdine 

pendant 15 min à température ambiante. La phalloïdine a été diluée au 1:40
e
 dans du PBS 1X. 

Les cellules ont ensuite été lavées au PBS 1X et le culot cellulaire a été resuspendu avec 1 ml 

de PBS 1X additionné de 2 #l/ml de Hoechst. 

L’expérience de co-localisation entre la GGT et l’actine a été réalisée en incubant tout 

d’abord les cellules pendant 15 min à la phalloïdine puis avec l’AC primaire de la GGT 

pendant 40 min sur glace. L’AC secondaire et le Hoechst ont ensuite été ajoutés. 

 

II. 16. - Détermination de la production du peroxyde d’hydrogène  

 

La méthode fluorimétrique pour mesurer la production du peroxyde d’hydrogène (H2O2) est 

basée sur la peroxydase de raifort de type II (horseradish peroxidase (HRP)). L’H2O2, si 

présent dans le milieu, est spécifiquement réduit par cette enzyme, tandis que la scopoletine, 

un donneur d’hydrogène fluorescent, est quant à elle oxydée (Dominici et al., 1999 ; Maellaro 

et al., 2000). La production d’H2O2 a été mesurée en suivant la décroissance de la 

fluorescence de la scopoletine lors de son oxydation catalysée par la peroxydase de raifort 

(Root et al., 1975). Les courbes de calibration ont été obtenues en ajoutant entre 0,1-5 #M 
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d’H2O2 standard au milieu d’incubation sans cellules. Pour les déterminations en temps réel, 3 

x 10
6
 cellules par condition ont été reprises dans le tampon Hank’s Balanced Salt Solution 

(HBSS) sans Ca
2+

 et Mg
2+

, en présence de 2 #M de scopoletine (Sigma) et 50 nM HRP 

(Sigma). Les cellules ont ensuite été incubées et agitées et les mesures ont été réalisées 

pendant au moins 30 min avec un fluorimètre.  

 

II. 17. - Détermination des groupements thiols des protéines de la 
surface cellulaire  

 

3 x 10
6
 cellules ont été lavées, puis diluées dans 3 ml de HBSS et ensuite incubées avec 100 

#M du marqueur de thiol non cellulaire N-(Biotinoyl)-N’-(iodoacetyl)ethylenediamine (BIA 

ou IAB) pendant 15 min à 37°C. Les cellules ont ensuite été lavées avec du HBSS et lysées 

avec du tampon de lyse pendant 45 min à 4°C. Le tampon de lyse contient 0,5% (v/v) de 

Triton X-100, 5 mM de Tris, 20 mM d’EDTA et 50 mM de NEM (pH 8.0). Les lysats 

cellulaires ont ensuite été centrifugés pendant 15 min à 17.000g. Les protéines contenues dans 

le surnageant ont été dosées par la méthode de Bradford (Bradford 1976).  

Des aliquots protéiques ont été chargés sur un gel 10% SDS-PAGE, et après séparation, les 

protéines ont été transférées sur une membrane de nitrocellulose (Sartorius, FRG) tronquée 

dans du tampon de transfert (48 mM Tris, 39 mM glycine, 0,04 %, w/V, SDS et 20 %, v/v, 

méthanol). Les protéines ont été révélées en exposant la membrane à l’avidine peroxydase 

pendant 30 min et le résultat a été obtenu en développant la membrane avec un appareil 

BioRadChemiDoc. 

 

II. 18. - Dosage des récepteurs au TNF par liaison avec du TNF!  

radioactif 

 

2 x 10
6
 cellules ont été lavées avec du tampon HBSS et mises en présence pendant 1h avec le 

TNF! marqué à l’isotope 
125

I (
125

I- TNF!). Pendant cette incubation, le 
125

I- TNF! peut se 

fixer sur ses récepteurs présents à la surface cellulaire. Les cellules ont ensuite été 

centrifugées et le surnageant éliminé. Les culots contenant les récepteurs au TNF, ont été 

lavés avec du PBS 1X et la capacité de liaison totale a finalement été mesurée en comptant les 

coups de radioactivité émis par le 
125

I- TNF! par minute (cpm). 
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II. 19. - Dosage des récepteurs TNFR-1 par cytométrie en flux 

 

2 x 10
6
 cellules ont été lavées avec du PBS 1X et fixées avec 1 ml de paraformaldéhyde 2%. 

Après 15 min à 4°C, les cellules ont été lavées au PBS 1X et l’anticorps anti-TNFR-1, couplé 

à une fluorescéine, a été ajouté aux culots. Les suspensions cellulaires ont été placées à 4°C 

pendant 30 min puis lavées avec du PBS 1X. Les culots ont ensuite été repris par 500 #l de 

PBS 1X et analysés par cytométrie en flux. 

 

II. 20. - Détermination par Scatchard plot de l’affinité du récepteur 
TNFR-1 pour le TNF!  

 

Après traitement, les cellules ont été lavées et incubées avec des concentrations croissantes de 

l’isotope 
125

I- TNF! pendant 1h à 4°C. La radioactivité liée à la cellule a été determinée avec 

un compteur ". Les Scatchard plots, déterminant l’affinité de liaison du 
125

I- TNF! pour le 

récepteur TNFR-1, ont été réalisés avec le logiciel GraphPad Prism(. 

 

II. 21. - Analyse des voies NF-#B par Superarray 
 

5 #g des ARN totaux ont été soumis à la transcription inverse en utilisant le kit 

« ReactionReady
TM

 First Strand cDNA Synthesis Kit (C-01) » (Superarray, Tebu-bio). Les 

ADNc issus de la transcription inverse ont été mélangés au mix  « RT
2
 Real-Time

TM
 SYBR 

Green / ROX PCR Master Mix »  (Superarray, Tebu-bio), contenant le tampon real-time PCR, 

l’ADN Taq polymérase HotStart hautement performante, des nucléotides, le colorant SYBR+ 

Green et le colorant de référence ROX, qui est nécessaire pour normaliser les optiques de 

l’instrument. Ce mélange a ensuite été aliquoté dans les puits d’une plaque à 96 puits, dans 

lesquels des amorces pour 84 gènes NF-#B, 5 gènes de ménage et 2 contrôles négatifs (RT
2
 

Profiler
TM

 PCR Array, Superarray, Tebu-bio) ont été préfixées. La PCR en temps réel a été 

réalisée dans un appareil 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems). Finalement, les 

données ont été analysées par la méthode du ,,CT et les valeurs brutes ont été normalisées 

par rapport à la moyenne des 5 gènes de référence. 
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II. 22. - Test ELISA  
 

La concentration de l’interleukine 8 (IL-8) humaine a été determinée avec le kit « Quantikine 

Human CXCL8/IL-8 colorimetric sandwich ELISA» (R&D Systems).  

10 x 10
6
 cellules ont été centrifugées et le surnageant a été aliquoté dans des puits couverts 

avec des AC anti-IL8. Après plusieurs lavages, l’AC secondaire, couplé à une enzyme, a été 

ajouté aux puits. Après d’autres lavages, le substrat pour l’enzyme a été ajouté et la couleur 

émise a été mesurée avec un spectrophotomètre. 

II. 23. - Analyse statistique 
 

Le test statistique utilisé pour l’analyse de nos expériences (au moins 3 expériences 

indépendantes) est le test paramétrique t de Student.  
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III. - Résultats 
 

Comme présenté lors de l’introduction bibliographique, la GGT est associée à la 

cancérogenèse et à la résistance aux médicaments anticancéreux puisqu’elle est surexprimée 

dans la plupart des cellules cancéreuses et participe activement à la détoxification des cellules. 

De plus, elle est impliquée dans plusieurs phénomènes importants liés au stress oxydant par 

ses rôles anti et prooxydants et joue un rôle important dans la synthèse des leukotriènes, donc 

dans l’inflammation. 

La GGT pourrait donc constituer une bonne cible supplémentaire en thérapie anticancéreuse 

ou dans des pathologies liées au stress oxydant ou à l’inflammation. L’étude de sa régulation 

par différents stimulis est une base essentielle pour pouvoir mener au mieux une stratégie 

thérapeutique efficace. 

 

III. 1. - Etude de l’effet du TNF! sur l’expression de la "-glutamyl-

transférase humaine 

 

III. 1. 1. - Etude des promoteurs de la "-glutamyltransférase dans les cellules K562 

 

III. 1. 1. 1. - Etude de régulation des promoteurs B et C en réponse aux traitements par 

le TPA et le TNF!.  

 

A ce jour, peu d’études ont été consacrées à l’identification et à l’étude de la régulation des 

promoteurs du gène de la GGT humaine. Seul le promoteur, qui contrôle la transcription des 

ARNm de type B a été décrit jusqu’à présent (Daubeuf et al., 2004). Ce promoteur est régulé 

par le facteur AP-1 dans les cellules HeLa et HepG2. Le promoteur de l’ARNm de type A est 

actuellement inconnu mais le promoteur de l’ARNm de type C, le promoteur C, a récemment 

été cloné et mis à notre disposition par le Pr. Athanase Visvikis. Une analyse in silico de la 

séquence du promoteur C a révélé l’existence de multiples sites putatifs de fixation de 

facteurs de transcription y compris deux sites NF-!B (Tableau IX).  
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Tableau IX : Résultats de la recherche in silicio de sites de fixation de facteurs de transcription dans le promoteur C de la GGT. 

La séquence promotrice C du gène de la GGT comprise entre -875 à +72 pb, a été soumise à une analyse assistée par ordinateur grâce au logiciel 

Matinspector de Genomatix (http://www.genomatix.de), qui permet une recherche automatique, par comparaison de séquences, de sites 

potentiels de liaison de facteurs de transcription. Les sites NF-!B identifiés sont colorés en jaune.  

 

Nom du facteur de transcription Seuil Début Fin Brin Similarité Séquence 

MYC-associated zinc finger protein related transcription factor 0.88 25 37 + 0.890 tctggaGGGGcca 

HMG box-containing protein 1 0.86 45 57 + 0.892 atgggagAATGaa 

HMG box-containing protein 1 0.86 49 61 + 0.949 gagaatgAATGat 

HMG box-containing protein 1 0.86 57 69 + 0.921 atgatggAATGaa 

Pax-6 paired domain binding site 0.75 73 91 - 0.802 ggctcACGCttacgttcct 

Ribonucleoprotein associated zinc finger protein MOK-2 (human) 0.98 77 97 + 0.990 acgtaagcgtgagCCTTgcta 

Sox-5 0.87 100 112 + 0.870 agtgaCAATactg 

MIT (microphthalmia transcription factor) and TFE3 0.81 119 137 + 0.839 tgcagacCATGtgtggacc 

Serum responsive factor                  0.79 120 138 - 0.827 aggtccacacATGGtctgc 

Pituitary Homeobox 1 (Ptx1, Pitx-1) 0.94 143 159 - 0.970 agcctCTAAgccctcag 

Muscle Initiator Sequence            0.86 167 185 - 0.892 gtgcccCCACagcgctggc 

EGR1, early growth response 1 0.86 172 188 + 0.874 cgctgtggGGGCaccca 

Wilms Tumor Suppressor                   0.88 177 193 - 0.930 tggggTGGGtgccccca 

Hypermethylated in cancer 1 0.93 177 189 - 0.970 gtgggTGCCccca 

TGFbeta-inducible early gene (TIEG) / Early growth response gene alpha (EGRalpha) 0.83 181 195 - 0.878 gatGGGGtgggtgcc 

HMG box-containing protein 1 0.86 195 207 + 0.914 ctcattgAATGgg 

Zinc finger protein insulinoma-associated 1 (IA-1) functions as a transcriptional repressor 0.90 200 212 + 0.918 tgaatGGGGcaga 

MyoD/E47 and MyoD/E12 dimers 0.92 210 224 + 0.921 agaGCAGgtgagggc 

Basonuclin, cooperates with USF1 in rDNA PolI transcription) 0.85 228 246 - 0.915 gaggcccatcTGTCcatct 

Tal-1alpha/E47 heterodimer 0.87 230 246 + 0.911 atggaCAGAtgggcctc 

Neurogenin 1 and 3 (ngn1/3) binding sites 0.92 232 244 - 0.981 ggcCCATctgtcc 

VDR/RXR Vitamin D receptor RXR heterodimer site 0.85 238 254 - 0.868 agggggatGAGGcccat 

MEL1 (MDS1/EVI1-like gene 1) DNA-binding domain 2 0.99 242 260 - 0.994 ggaagcaggggGATGaggc 

Elk-1 0.92 250 266 - 0.941 ggcaacGGAAgcagggg 

v-Myb 0.90 256 266 - 0.973 ggcAACGgaag 

X-box binding protein RFX1 0.89 257 275 - 0.916 aggaccccagGCAAcggaa 

Zinc finger protein insulinoma-associated 1 (IA-1) functions as a transcriptional repressor 0.90 263 275 + 0.966 tgcctGGGGtcct 
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Nom du facteur de transcription Seuil Début Fin Brin Similarité Séquence 

v-Maf 0.82 266 290 - 0.863 caaacaggcTGACcgaggaccccag 

Zinc finger protein insulinoma-associated 1 (IA-1) functions as a transcriptional repressor 0.90 293 305 - 0.922 tttcaGGGGtctg 

Avian C-type LTR CCAAT box               0.83 303 313 - 0.844 acccCCAAttt 

c-Rel 0.91 314 328 - 0.933 gagggtccTTCCttg 

Erythroid krueppel like factor (EKLF) 0.89 321 333 - 0.907 tccaggaGGGTcc 

Albumin D-box binding protein 0.84 329 343 + 0.877 ctggaTTATgtgact 

Ribonucleoprotein associated zinc finger protein MOK-2 (human) 0.98 355 375 + 0.980 aggtgaccagggtCCTTggag 

Alpha (1)-fetoprotein transcription factor (FTF), liver receptor homologue-1 (LRH-1) 0.94 364 376 - 0.948 actcCAAGgaccc 

Binding site for a Pbx1/Meis1 heterodimer 0.76 368 384 + 0.797 ccttggagTGACagctc 

Binding site for monomeric Meis1 homeodomain protein 0.95 373 383 - 1.000 agcTGTCactc 

Meis1a and Hoxa9 form heterodimeric binding complexes on target DNA 0.77 376 390 + 0.842 TGACagctcctagag 

Zinc finger with interaction domain 0.85 381 393 - 0.883 ggGCTCtaggagc 

Myoblast determination gene product 0.91 389 403 - 0.923 actaCAGGtggggct 

Se-Cys tRNA gene transcription activating factor 0.84 398 420 - 0.843 tctcCCCAgcttgcaggactaca 

Downstream Immunoglobulin Control Element, interacting factor 0.80 411 425 - 0.831 ggccCTCTccccagc 

NF-kappaB (p50) 0.83 432 446 - 0.863 caGGGGatgcctctc 

Monomers of the nur subfamily of nuclear receptors (nur77, nurr1, nor-1) 0.89 472 490 - 0.895 cccacAAGGtctgaggagc 

Tal-1beta/E47 heterodimer 0.87 490 506 + 0.883 ggcctCAGAtgcttaca 

PAR-type chicken vitellogenin promoter-binding protein 0.86 501 511 + 0.867 cTTACatctcc 

Aryl hydrocarbon / dioxin receptor 0.80 513 535 + 0.863 gcccctcctgGCGTgggcatctg 

Early growth response gene 3 product 0.77 519 535 + 0.856 cctgGCGTgggcatctg 

Transcription factor with 8 central zinc fingers and an N-terminal KRAB domain 0.77 524 548 - 0.779 gctgggctGCAGccagatgcccacg 

DNA binding site for NEUROD1 (BETA-2 / E47 dimer) 0.83 526 538 + 0.884 tgggCATCtggct 

Thing1/E47 heterodimer, TH1 bHLH member specific expression in a variety of embryonic tissues 0.93 527 543 - 0.933 gctgcagCCAGatgccc 

Autoimmune regulator 0.86 560 586 + 0.879 atctcccagggaaccttTGGTctaatc 

Ribonucleoprotein associated zinc finger protein MOK-2 (human) 0.98 560 580 + 0.985 atctcccagggaaCCTTtggt 

ZNF143 is the human ortholog of Xenopus Staf 0.76 560 582 + 0.788 atctCCCAgggaacctttggtct 

Hepatic nuclear factor 4                 0.82 565 585 - 0.829 attagacCAAAggttccctgg 

PPAR/RXR heterodimers 0.70 569 589 - 0.711 gcagattagaccAAAGgttcc 

Cone-rod homeobox-containing transcription factor / otx-like homeobox gene 0.94 576 592 + 0.955 ttggtcTAATctgcctc 

Zebrafish PAX2 paired domain protein 0.78 582 604 + 0.803 taatctgcctcccgctgAAACcc 

SZF1, hematopoietic progenitor-restricted KRAB-zinc finger protein 0.82 583 607 - 0.866 gctGGGTttcagcgggaggcagatt 

Collagen krox protein (zinc finger protein 67 - zfp67) 0.88 584 600 - 0.897 ttcagcGGGAggcagat 

HMG box-containing protein 1 0.86 608 620 - 0.918 ggggctgAATGag 

Zebrafish PAX9 binding sites             0.78 612 640 + 0.794 ttcagcccCACCgaggctttcagagttca 

Halfsite of PXR (pregnane X receptor)/RXR resp. CAR 0.98 632 642 - 0.987 ccTGAActctg 
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Nom du facteur de transcription Seuil Début Fin Brin Similarité Séquence 

HMG box-containing protein 1 0.86 646 658 - 0.895 aaccctgAATGag 

SZF1, hematopoietic progenitor-restricted KRAB-zinc finger protein 0.82 651 675 + 0.829 tcaGGGTttgagaccccaccgggct 

Erythroid krueppel like factor (EKLF) 0.89 661 673 - 0.915 cccggtgGGGTct 

MyoD/E47 and MyoD/E12 dimers 0.92 677 691 - 0.976 gctGCAGgtgtctct 

B-cell-specific activating protein 0.75 682 710 + 0.778 cacctgcagcctgcAGCGgtcccagatca 

Pleomorphic adenoma gene (PLAG) 1, a developmentally regulated C2H2 zinc finger protein 0.88 697 717 - 0.898 GAGGctgtgatctgggaccgc 

MyoD/E47 and MyoD/E12 dimers 0.92 743 757 - 0.947 gctGCAGgtgggatg 

c-Ets-1 binding site                     0.92 753 769 - 0.931 ggcacAGGAactgctgc 

Ribonucleoprotein associated zinc finger protein MOK-2 (human) 0.98 755 775 + 0.991 agcagttcctgtgCCTTtaaa 

Gut-enriched Krueppel-like factor 0.96 762 776 - 0.964 ctttAAAGgcacagg 

Muscle TATA box                          0.84 762 778 - 0.848 ggcttTAAAggcacagg 

Muscle TATA box                          0.84 767 783 + 0.911 gccttTAAAgcctcccc 

Zinc finger transcription factor ZBP-89 0.93 775 797 + 0.989 agcctcccctCCCCccgccccgc 

Collagen krox protein (zinc finger protein 67 - zfp67) 0.88 777 793 - 0.961 ggcgggGGGAggggagg 

Myc associated zinc finger protein (MAZ) 0.90 777 789 - 1.000 ggggGAGGggagg 

Myeloid zinc finger protein MZF1 0.98 779 785 - 0.985 gaGGGGa 

Core promoter-binding protein (CPBP) with 3 Krueppel-type zinc fingers 0.87 782 804 + 0.885 cctccccCCGCcccgcccccagg 

MYC-associated zinc finger protein related transcription factor 0.88 784 796 - 0.892 cggggcGGGGgga 

Myeloid zinc finger protein MZF1 0.98 784 790 - 0.990 ggGGGGa 

Stimulating protein 1 SP1, ubiquitous zinc finger transcription factor 0.89 784 798 - 0.963 ggcggGGCGggggga 

EGR1, early growth response 1 0.86 786 802 - 0.900 tgggggcgGGGCggggg 

Zinc finger transcription factor ZBP-89 0.93 787 809 + 0.958 ccccgccccgCCCCcaggccact 

MYC-associated zinc finger protein related transcription factor 0.88 789 801 - 0.916 gggggcGGGGcgg 

Stimulating protein 1 SP1, ubiquitous zinc finger transcription factor 0.89 789 803 - 0.993 ctgggGGCGgggcgg 

EGR1, early growth response 1 0.86 791 807 - 0.874 tggcctggGGGCggggc 

Collagen krox protein (zinc finger protein 67 - zfp67) 0.88 806 822 + 0.885 cactagGGGAgggaagg 

Myc associated zinc finger protein (MAZ) 0.90 810 822 + 0.940 agggGAGGgaagg 

Tax/CREB complex 0.71 821 841 - 0.780 ctgctgTGACccagctcctcc 

RAR-related orphan receptor alpha2 0.82 824 842 + 0.881 ggagctgGGTCacagcagg 

SZF1, hematopoietic progenitor-restricted KRAB-zinc finger protein 0.82 827 851 + 0.827 gctGGGTcacagcagggaatcttag 

Smad3 transcription factor involved in TGF-beta signaling 0.99 875 883 - 0.993 GTCTggtca 

Sterol regulatory element binding protein 0.80 886 900 - 0.849 ggcTCACccgacgcc 

PAX5 paired domain protein 0.80 905 933 - 0.837 gcactgggGCACagccaactgctctcact 

c-Myb, important in hematopoesis, cellular equivalent to avian myoblastosis virus oncogene v-myb 0.90 908 920 - 0.920 gcCAACtgctctc 

Nuclear factor 1 0.94 914 932 + 0.951 agtTGGCtgtgccccagtg 

Estrogen receptor 0.90 927 945 - 0.923 ctggGTCAcacagcactgg 



 - 56 - 

 

En premier lieu, nous nous sommes intéressés à la régulation des promoteurs B et C de la 

GGT dans les cellules K562 en réponse à deux composés connus pour activer les voies de 

signalisation AP-1 et NF-!B. Nous avons utilisé d’une part l’ester de phorbol (TPA), qui est 

un activateur des facteurs de transcription AP-1 et NF-!B, et le TNF", qui est une cytokine 

multifonctionnelle activant le facteur le transcription NF-kB. 

 

Pour répondre à cet objectif, nous avons réalisé des transfections transitoires dans les cellules 

K562 avec des vecteurs contenant des fragments de la séquence du promoteur C (Figure 11) 

ou du promoteur B (Figure 12).  

Après la transfection, les cellules K562 ont été traitées au TPA (100 nM, 4h) et au TNF" (20 

ng/ml, 4h) et les activités luciférase ont été mesurées (Figure 13).  

 

Les résultats obtenus montrent que le traitement au TPA n’a pas d’effet significatif sur les 

deux plasmides p536-Luc et p875-Luc comprenant le promoteur C de la GGT (Figure 13A), 

alors qu’il induit de 6,1 fois le plasmide contrôle AP-1 qui contient dans sa région promotrice 

sept sites de fixation pour le facteur AP-1. De plus, les co-transfections avec les vecteurs 

d’expression c-Jun et c-Fos (Figure 14), qui sont des facteurs de transcription capables de se 

lier aux sites AP-1, n’ont pas d’effet majeur sur la transcription du promoteur C dans les 

cellules K562, cultivées soit avec 10% de SVF (Figure 14A), soit avec 0,1% de SVF (Figure 

14B). Nous avons utilisé deux pourcentages différents de sérum puisque les promoteurs des 

facteurs de transcription de la famille AP-1, donc c-Jun et c-Fos, contiennent des éléments de 

réponse au SVF, qui sont en présence de sérum, constitutivement activés. Or comme dans les 

deux cas, en présence ou absence de sérum, nous n’observons pas de différence majeure par 

rapport au contrôle p875-Luc seul, nous pouvons conclure que le promoteur C n’est pas 

régulé par le TPA dans les cellules K562. 

 

Par contre, le traitement au TNF" conduit à une induction de 2 fois de l’activité promotrice 

des deux plasmides p536-Luc et p875-Luc après 4h (Figure 13A). Nous avons utilisé le 

plasmide pNF-!B, qui contient cinq sites de fixation NF-!B, comme contrôle positif. Le 
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-100    |   -90    |   -80    |   -70    |   -60    |    -50    |   -40    |   -30    |   -20    |   -10    |   

 -1981                     T GGGCCAGGCA CCGCTTGCAT CTGGACCGAT  CCGCATTGTT CGATCATTGT GAGCCTCATG ATGGCAGTTC GGGATGTCAT -1901  

 -1900 GCCCCCATGC GCCCCCCAAC CCCACCCCGC CATGGCCCTC ACCATGGCCC  ACTCAGGGCA TGAGGCTTTC TGGGTGATTG CTGGTATTCA GTGTTGTCAG -1801  

 -1800 CTTCTTGGAC CTGTCAGTGG GGGTGGGGCT GCAATGAGAT GCCAGTTGCA  GGAAGTGGTT TGCACAGCCT TCCTGGTGTC ATGGGTCACT CTCTTGCCGA -1701  

 -1700 GTGGCTTTGG GCAGGTCCCT TCCCCTCTCA GGCTGCAGGT TCCTATGCCA  GGAGCTCCCT TCTTGCCCCA CCAGGGCCTT GTTTTCCCAG ATACAGAGGT -1601  

 -1600 GGGGCAGATC CCAGCCCGTC TGTGTGGCTG GATGCTGAGC CAGGCACTGG  ACTGGCCCTT TGAGCCTCCT GTCTGGCCAA GGCCCCTGAG GCACTGTGGG -1501  

 -1500 CTGCTGGTGC CAGCACACAA GGGTGATAAG GAGATGAAAG TCACTAGGAT  GGTGGGGCGG CACCCGCCCC GGGCTGTGTT GGCAGCTGCC CCTGGCTGGA -1401  

 -1400 GGCCAGCTTG GCCCTGGAAC CCTCCTCAAG GAACAAGGAC ACAAAAGAGC  CAGCTCAGCC AGCCTCTACC TAGCACCCCA ATCAGCACTC CCTTCTTCCC -1301  

 -1300 ATGACCCCTA CCCTCTGCCC AGCTCCTGTA ACTGGCCAAG GAGCTAATGG  ACACCCACCA GGGTCTTAAT GAGTGAGCCA GGGTTAATGG GTTACTGGGC -1201  

 -1200 CCGGTGACAC ATTCACCAGC CTCCCAGGGC TCTCAAAGTC CACACTGGCC  TGGCCTTGAA CGTCTTAGCT CGGCCACCTC CTTTTCCAGC TTTGACACCT -1101  

 -1100 CGGGGCTCAG GACGGGCCTA GGGTGGTCAA GAGGTCCCCT GCAGCCCTCA  CTTCCTGGAA AAGGCTCCAT TTCCTGGCCT TCAGGCTCAG GTGGTTCCTT -1001  

 -1000 CCGCCTGGCA GGTCCTCCCC AAATCCAATC CCAGCTCGGG CTGGATTCCC  AAGGCCCCTA TTCTGGTGTC TGCCCCTTCC CTAGGGCTCT TCCCCCTGGG -901   

  -900 GTGACCATAC TCTCATGCCC AGCCAGGTCA GGGCTCCTTG AGAGAAGAAT  CTGGAGGGGC CAGGATTTGA TGGGAGAATG AATGATGGAA TGAAAGAAGG -801   

  -800 AACGTAAGCG TGAGCCTTGC TAAGAGTGAC AATACTGGCA GGCTGCAGAC  CATGTGTGGA CCTCGATCTG AGGGCTTAGA GGCTTCGGCC TGCCAGCGCT -701   

  -700 GTGGGGGCAC CCACCCCATC TCATTGAATG GGGCAGAGCA GGTGAGGGCA  TGAGATGGAC AGATGGGCCT CATCCCCCTG CTTCCGTTGC CTGGGGTCCT -601   

  -600 CGGTCAGCCT GTTTGCTCAG ACCCCTGAAA TTGGGGGTCA AGGAAGGACC  CTCCTGGATT ATGTGACTCC CTTCAGTCCA GGTGACCAGG GTCCTTGGAG -501   

  -500 TGACAGCTCC TAGAGCCCCA CCTGTAGTCC TGCAAGCTGG GGAGAGGGCC  TGTTAGGAGA GGCATCCCCT GCCCTGGGGT TGTAGAGGTG AACTAGGCTC -401   

  -400 CTCAGACCTT GTGGGGCCTC AGATGCTTAC ATCTCCAGCC CCTCCTGGCG  TGGGCATCTG GCTGCAGCCC AGCTCTGTGG CCCCATCTCC CAGGGAACCT -301   

  -300 TTGGTCTAAT CTGCCTCCCG CTGAAACCCA GCCTCATTCA GCCCCACCGA  GGCTTTCAGA GTTCAGGTCT CTCATTCAGG GTTTGAGACC CCACCGGGCT -201   

  -200 CAGAGACACC TGCAGCCTGC AGCGGTCCCA GATCACAGCC TCAGGGATGG  GACCAGGAGC CAGCCCACAT CCCACCTGCA GCAGTTCCTG TGCCTTTAAA -101   

  -100 GCCTCCCCTC CCCCCGCCCC GCCCCCAGGC CACTAGGGGA GGGAAGGAGG  AGCTGGGTCA CAGCAGGGAA TCTTAGCTTG GTTTTGGTGT GCTGCTGGAT -1     

    +1 GACCAGACCG GGCGTCGGGT GAGCCCAGAA GTGAGAGCAG TTGGCTGTGC  CCCAGTGCTG TGTGACCCAG AGGCGCCGCT CACCCTCTCT GAGCTGGTGG 100    

   101 ACATCATAGC GGGTGCAGCC CA                                                                                       122    

           |   10     |   20     |   30     |   40     |   50      |   60     |   70     |   80     |   90     |  100  

 

Figure 11 : Séquence du promoteur C de la GGT. 

La construction p536-Luc contient un fragment de 608 pb dont 72 pb de la région codante et 536 pb de la région promotrice. La construction 

p875-Luc contient un fragment de 947 pb dont 72 pb de la région codante et 875 pb de la région promotrice. Les deux fragments du promoteur C 

ont été insérés dans le plasmide pGL3-Enhancer en amont d’un gène luciférase et les plasmides p536-Luc et p875-Luc ont été utilisés pour nos 

expériences de transfection. 

 



 

 - 58 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Séquence du promoteur B de la GGT. 

La construction p244-Luc contient un fragment de 308 pb, la construction p348-Luc contient un fragment de 412 pb, la construction p560-Luc 

contient 624 pb et la construction p784-Luc contient 842 pb. Ces quatre fragments du promoteur B ont été insérés dans le plasmide pGL3 en 

amont d’un gène luciférase et les plasmides p244-Luc, p348-Luc, p560-Luc et p784-Luc ont été utilisés pour nos expériences de transfection. 

 

    -100    |   -90    |   -80    |   -70    |   -60    |    -50    |   -40    |   -30    |   -20    |   -10    |   

  -780                       CTCCTGCCTC AGCCTCCCAA GTAGCTGGGA  TTACAGGCAC CCACCACCAC GCCTGACTAA TTTTTTTTTT TTTTTTTTAG -701   

  -700 TAGAGATGGG GTTTTGCCAT GTTGGCCAGC CTGGTCTTGA ACTTCTGACC  TCCACCCGCC TCGGCCTCCC AAAGTGCTGG GACTACAGGC ATGAGCCACG -601   

  -600 CCGCCTGGCC AACAAGTCCC CTTAACCTCT TTCTGCCTCA GTCGACTCAC  CTGGAAAACA GAGCACCTAC CTCCTTCAAA TGAGAAGAGA AGTAAAGGAG -501   

  -500 TATAAGGCCA TCAGAACAGT ACCTGGCCCA AGGGAGGCTA TGGAAGTGCT  TGTTGAATAA AAAAATGGCT TCATCTCTGG CCTAGCCCCA AAGGTTTGAG -401   

  -400 TTCCTGCCAT TGCCACCCAG ACAGCCCTGG GTGGAGGCCC TGCTGACATT  GAAGAGTGCC TGCCCTCCTC CCCTCAATGC GGTAGACACT TTCCAAAACT -301   

  -300 TACGTCATCC TCACTCTCAC TCCAGTGGGA TAATGGGAGG CTTGGTGTAC  CTCATTCCCA AGATGAGGGA ACAGGCTCTG AGAGGACCAC ATCGCCAGCA -201   

  -200 AGTGACAGGC TGGGACCAAG GCCAGGCCTG TCTGCCTCCT AGACTAGGCC  TGAGTGAGGA CCGGCCTGAG TATGGCCCAC CTGCTTCCTC CTCCGTTTAG -101   

  -100 AGCTTGGGCT GGAGCTGTCC TGGCCAGTGC TCTCTGCCTC ACCAGGCTGC  ATGAGCCACA AGCTGCCACT TGTGGAGCTC GGTGGCCCTG CCCTCGACAG -1     

    +1 CCTTGCTGGT GGTCGTGAAG GCTCTAAACA CCTGCATGGC AATGAGGCCA  ACCTTCTCCG                                             60     

           |   10     |   20     |   30     |   40     |   50      |   60     |   70     |   80     |   90     |  100  
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Figure 13 : Etude de l’activité transcriptionnelle des promoteurs B et C de la GGT après 

traitement des cellules K562 au TPA et au TNF! . 

(A) Les cellules de la lignée K562 ont été transfectées avec les plasmides rapporteurs p536-Luc 

et p875-Luc (promoteur C), traitées au TPA 100 nM ou au TNF! 20 ng/ml pendant 4 heures et 

l’activité luciférase a été mesurée. Les vecteurs pAP-1 et pNF-"B servant de contrôles positifs. 

(B) Les cellules de la lignée K562 ont été transfectées avec les plasmides rapporteurs p244-Luc, 

p348-Luc, p560-Luc et p780-Luc (promoteur B), traitées au TPA 100 nM ou au TNF! 20 ng/ml 

pendant 4 heures et l’activité luciférase a été mesurée. Les cellules non traitées servant de 

contrôle. ** indique p<0,01 par rapport au contrôle non traité. 
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Figure 14 : Co-transfections avec le plasmide p875-Luc et les vecteurs d’expression c-Jun et 

c-Fos. 

 

Les cellules K562 ont été transfectées avec les plasmides pAP-1 et p875-Luc seuls, ou co-

transfectées avec les vecteurs d’expression c-Jun et c-Fos et l’activité luciférase a été mesurée. 

Les cellules transfectées seulement avec le plasmide pAP-1 ou p875-Luc servant de contrôle. (A) 

Cellules cultivées avec 10% de SVF. (B) Cellules cultivées avec 0,1% de SVF. * et ** indiquent 

p<0,05 et p<0,01, respectivement, par rapport au contrôle. 
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traitement au TNF! induit de 19,6 fois l’expression de la luciférase du plasmide contrôle pNF-

"B par rapport au témoin non traité. 

Le promoteur B, découpé en plusieurs parties, montre une activité promotrice seulement pour la 

construction p784-Luc (Figure 13B) contenant en amont du gène luciférase le plus grand 

fragment du promoteur B (Figure 12). Les autres plasmides montrent des valeurs de luciférase 

non significatives (Figure 13 B). Le TNFa induit aussi le promoteur B (p784-Luc) et le TPA n’a 

pas d’effet. 

 

En résumé, nous pouvons noter que le TNF!  induit l’activité promotrice des plasmides 

p536-Luc, p875-Luc et p784-Luc, alors que le TPA n’a pas d’effet.  

 

 

III. 1. 1. 2. - Effet du TNF!  sur la transcription du promoteur C de la GGT après 

différents temps de traitement.  

 

Dans la mesure où les résultats précédents ont montré que le TNF! induit l’activité des 

promoteurs B et C, nous avons voulu vérifier l’effet du TNF! sur le promoteur C après 

différents temps d’incubation. Ainsi, nous avons transfecté les cellules K562 avec le plasmide 

p875-Luc, qui répond de la même façon que le plasmide p536-Luc au TNF!, et nous avons traité 

les cellules pendant 2h, 4h, 6h et 8h au TNF! (Figure 15).  

Les résultats obtenus montrent que l’activité du promoteur C est augmentée en fonction du 

temps. Plus le temps d’incubation est élevé, plus l’induction est forte. Nous avons choisi 6h de 

traitement (induction de 4,8 fois) pour nos expériences ultérieures. 

 

III. 1. 1. 3. - Etude de l’effet d’un anticorps anti-TNF!  sur la transcription du promoteur 

C de la GGT. 

 

Afin de vérifier si l’effet du TNF! observé est réellement dû à l’action du TNF!, nous avons 

utilisé un AC anti-TNF!, le Remicade
®
 ou Infliximab (Centocor), et évalué son effet sur 

l’activité promotrice du plasmide p875-Luc. 
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Figure 15 : Etude de l’effet du TNF!  sur la transcription du promoteur C en fonction du 

temps de traitement.  

Les cellules K562 ont été transfectées avec le plasmide p875-Luc, traitées ou non (-) au TNF! 

20 ng/ml pendant 2, 4, 6 et 8 heures (h) et l’activité luciférase a été mesurée. Les cellules non 

traitées (-) servant de contrôle. ** indique p<0,01 par rapport au contrôle non traité. 
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Les cellules K562 ont alors été transfectées avec le plasmide p875-Luc, prétraitées pendant 30 

min avec l’AC anti-TNF! à différentes concentrations allant de 20 !g/ml à 1000 !g/ml et 

ensuite traitées au TNF! (20 ng/ml, 6h) (Figure 16). Les résultats obtenus montrent également 

une induction de l’activité luciférase avec le TNF! seul, mais en présence de Remicade, 

l’induction est diminuée par rapport au TNF! seul. Cette diminution est dépendante de la 

concentration de l’AC et plus la concentration de l’AC est élevée plus la diminution est forte. A 

la concentration de 1000 !g/ml, l’induction par le TNF! est presque complètement inhibée. 

 

En conclusion de cette première partie, nous pouvons noter que les deux promoteurs B et C 

de la GGT sont induits par le TNF!  dans les cellules K562. Cette induction est 

proportionnelle au temps de traitement et inhibée avec le Remicade, démontrant 

l’implication du TNF!  dans la régulation de la GGT. 

 

III. 1. 1. 4. - Etude de l’effet de la curcumine, un inhibiteur du facteur de transcription NF-

"B, sur la transcription du promoteur C de la GGT. 

 

La curcumine est connue pour être un inhibiteur de la voie de signalisation NF-"B activée par le 

TNF!. Puisque le promoteur C est inductible par le TNF! et que l’analyse par Matinspector a 

révélée la présence de deux sites NF-"B dans le promoteur C de la GGT, nous avons voulu 

étudier l’effet de la curcumine sur l’activité du promoteur C.  

Nous avons donc transfecté les deux plasmides p536-Luc et p875-Luc dans les cellules K562, 

traitées au TNF!, à la curcumine et au TNF! plus curcumine (Figure 17). 

Les résultats obtenus montrent que l’induction des deux plasmides p536-Luc et p875-Luc par le 

TNF! (+TNF) est fortement diminuée avec la curcumine (+TNF+Cu). La curcumine seule (+Cu) 

n’a pas d’effet majeur sur la transcription des deux plasmides. 

 

Ces résultats nous permettent d’émettre une première hypothèse selon laquelle le facteur de 

transcription NF-"B serait impliqué dans la régulation du promoteur C de la GGT dans les 

cellules K562. Nous avons donc décidé de vérifier cette hypothèse en approfondissant le 

mécanisme moléculaire responsable de l’induction de la GGT dans ces cellules par le TNF!. 
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Figure 16 : Etude de l’effet de l’AC anti-TNF!  Remicade
®
 sur la transcription du 

promoteur C de la GGT. 

Les cellules K562 ont été transfectées avec le plasmide p875-Luc puis prétraitées au Remicade 

aux concentrations 20, 40, 80, 100, 200 et 1000 !g/ml pendant 30 minutes. Les cellules ont 

ensuite été traitées (+) ou non (-) au TNF! (20 ng/ml, 6h) et l’activité luciférase a été mesurée. 

L’activité luciférase des échantillons traités au Remicade plus TNF! est comparée par rapport à 

l’activité luciférase des échantillons seulement traités au TNF!. ** indique p<0,01 par rapport au 

contrôle non traité et # et ## indiquent p<0,05 et p<0,01, respectivement, par rapport à 

l’échantillon traité au TNF!. 
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Figure 17 : Etude de l’effet de la curcumine sur le promoteur C de la GGT. 

Les cellules K562 ont été transfectées avec les plasmides p536-Luc et p875-Luc, traitées au 

TNF! (20 ng/ml, 6h) (+ TNF), à la curcumine (+ Cu) (20 !M, 2h) ou au TNF! plus curcumine 

(8h) (+ TNF + Cu) et l’activité luciférase a été mesurée. L’activité luciférase des échantillons 

traités au TNF! plus curcumine est comparée par rapport à l’activité luciférase des échantillons 

seulement traités au TNF!. * et ** indiquent p<0,05 et p<0,01, respectivement, par rapport au 

contrôle non traité et ## indique p<0,01 par rapport à l’échantillon traité au TNF!. 
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III. 1. 1. 5. - Etude de l’effet des siRNA anti-p50 et anti-p65 sur la transcription du 

promoteur C de la GGT. 

 

Afin de prouver notre hypothèse, nous avons transfecté les cellules K562 d’une part avec les 

plasmides p875-Luc et pNF-"B, et d’autre part avec des siRNA ciblant spécifiquement les deux 

sous-unités les plus représentées de NF-"B, p50 et p65. Nous avons ensuite traité les cellules aux 

TNF! (20 ng/ml, 6h) et mesuré l’activité luciférase (Figures 18 et 19).  

Les résultats obtenus montrent que l’induction du plasmide p875-Luc par le TNF! est diminuée 

avec les quatre siRNA anti-p50 choisis (siRNA p50 1, 2, 3 et 5) (Figure 18A) ainsi qu’avec les 

siRNA anti-p65 (siRNA p65 1, 3, 4 et 5) (Figure 19A). Les différents siRNA choisis pour nos 

expériences sont des siRNA individuels ciblant tous soit l’ARNm p50 soit l’ARNm p65 et 

inhibant ainsi leur synthèse. Cependant tous ces siRNA présentent chacun une spécificité de 

séquence.  

La réalisation de WB avec les facteurs nucléaires extraits des cellules transfectées avec les 

siRNA (Figures 18C et 19C) confirme l’effet inhibiteur des quatre siRNA sur les protéines p65 

et p50 nucléaires.  

Des expériences réalisées avec le plasmide contrôle pNF-"B ont été effectuées afin de vérifier 

nos conditions expérimentales (Figures 18B et 19B).  

 

En conclusion, ces résultats montrent que l’induction du promoteur C de la GGT par le 

TNF!  est inhibée par les siRNA anti-p50 et anti-p65. Ceci suggère fortement que les deux 

protéines p50 et p65 de NF-"B sont au moins en partie responsables de l’induction du 

promoteur C de la GGT par le TNF! dans les cellules K562. 
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Figure 18 : Etude de l’effet des siRNA anti-p50 sur l’activité promotrice des plasmides 

p875-Luc et pNF-"B induite par le TNF! . 

 

Les cellules K562 ont été transfectées avec les plasmides p875-Luc (A) et pNF-"B (B) ainsi 

qu’avec quatre siRNA anti-p50 individuels (1, 2, 3 et 5). Les cellules ont ensuite été traitées ou 

non au TNF! (20 ng/ml, 6h) et l’activité luciférase a été mesurée. (C) WB avec les facteurs 

nucléaires extraits des cellules K562 transfectées avec les siRNA p50 et traitées au TNF!. ** 

indique p<0,01 par rapport au contrôle non traité et ## indique p<0,01 par rapport à l’échantillon 

traité au TNF!. 
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Figure 19 : Etude de l’effet des siRNA anti-p65 sur l’activité promotrice des plasmides 

p875-Luc et pNF-"B induite par le TNF! . 

 

Les cellules K562 ont été transfectées avec les plasmides p875-Luc (A) et pNF-"B (B) ainsi 

qu’avec quatre siRNA anti-p65 individuels (1, 3, 4 et 5). Les cellules ont ensuite été traitées ou 

non au TNF! (20 ng/ml, 6h) et l’activité luciférase a été mesurée. (C) WB avec les facteurs 

nucléaires extraits des cellules K562 transfectées avec les siRNA p65 et traitées au TNF!. ** 

indique p<0,01 par rapport au contrôle non traité et ## indique p<0,01 par rapport à l’échantillon 

traité au TNF!. 
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III. 1. 1. 6. - Etude de l’effet de la voie de signalisation NF-"B sur le promoteur C de la 

GGT. 

 

Puisque les facteurs de transcription p50 et p65 sont impliqués dans l’induction du promoteur C 

de la GGT par le TNF!, nous avons ensuite voulu étudier si la voie NF-"B canonique, qui est 

connue pour activer ces facteurs de transcription, est également impliquée dans la régulation du 

promoteur C de la GGT.  

Nous avons ainsi réalisé des co-transfections avec des vecteurs d’expression codant pour 

différentes protéines de la voie de signalisation NF-"B, et avec les plasmides p536-Luc, p875-

Luc, et pNF-"B dans les cellules K562, traitées ou non au TNF!, à la curcumine et au TNF! 

plus curcumine.  

Les protéines choisies sont le TNFR-1, TRAF2, TRADD, l’I"B!DN un mutant dominant de 

l’inhibiteur I"B!, et la protéine p65 (Figures 20, 21 et 22).  

Les résultats obtenus pour le plasmide p536-Luc (Figure 20) montrent que l’activité promotrice 

du plasmide p536-Luc est induite avec les protéines TNFR-1 (1,27 fois), TRAF2 (1,87 fois), 

TRADD (3,43 fois) et p65 (3,87 fois) (Figure 20A). Par contre, elle est diminuée avec le 

plasmide codant pour un dominant négatif de l’inhibiteur de NF-"B, l’I"B! (I"BDN). Le 

traitement au TNF! amplifie davantage l’effet des protéines surexprimées TNFR-1, TRAF2, 

TRADD et p65 sur le plasmide p536-Luc. La curcumine seule n’induit pas le plasmide p536-Luc 

(Figure 20B) et n’amplifie pas l’effet des protéines d’expression mais, par contre, le co-

traitement TNF! plus curcumine réduit efficacement l’effet du TNF! sur le plasmide p536-Luc 

(76%) et sur les co-transfections TNFR-1 (76 %), TRAF2 (60 %), TRADD (66 %), I"B!DN (20 

%) et p65 (54 %) (Figure 20B). 

 

Les résultats obtenus pour le plasmide p875-Luc (Figure 21) sont comparables à ceux obtenus 

avec le plasmide p536-Luc. Le plasmide p875-Luc est induit par les protéines TNFR-1 (1,31 

fois), TRAF2 (1,68 fois), TRADD (3,83 fois) et p65 (2,58 fois) mais est inhibé par l’inhibiteur 

de NF-"B, I"B!DN (Figure 21A). De même, un traitement au TNF!  amplifie l’effet des 

protéines surexprimées TNFR-1 (1,53 fois), TRAF2 (1,27 fois), TRADD (2,63 fois) et p65 (1,31 

fois) sur le plasmide p875-Luc. 
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Figure 20: Etude par co-transfection de l’effet des vecteurs d’expression de la voie de signalisation 

NF-"B sur le plasmide p536-Luc.  

(A) Les cellules K562 ont été co-transfectées avec le plasmide p536-Luc et avec les vecteurs d’expression 

TNFR1, TRAF2, TRADD, I"B! dominant négatif (DN) et p65, puis traitées au TNF! (+TNF). Pour 

chaque co-transfection (p536-Luc + TNFR-1, + TRAF2, + TRADD, + I"B!DN, + p65), l’activité 

luciférase des cellules traitées et non traitées est comparée par rapport aux cellules non traitées et 

transfectées seulement avec le plasmide p536-Luc (première barre). (B) Les cellules K562 ont été co-

transfectées avec le plasmide p536-Luc et avec les vecteurs d’expression TNFR1, TRAF2, TRADD, 

I"B! dominant négatif (DN) et p65, puis traitées au TNF! (TNF), à la curcumine (Cu) et au TNF! plus 

curcumine (TNF+Cu). Pour chaque co-transfection (p536-Luc + TNFR-1, + TRAF2, + TRADD, + 

I"B!DN, + p65), l’activité luciférase des cellules traitées au TNF! plus curcumine (TNF+Cu) est 

comparé par rapport aux cellules traitées au TNF! (TNF). * et ** indiquent p<0,05 et p<0,01, 

respectivement, par rapport au contrôle et # indique p<0,05 par rapport à l’échantillon traité au TNF! de 

chaque co-transfection. 
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Figure 21: Etude par co-transfection de l’effet des vecteurs d’expression de la voie de signalisation 

NF-"B sur le plasmide p875-Luc.  

(A) Les cellules K562 ont été co-transfectées avec le plasmide p875-Luc et avec les vecteurs d’expression 

TNFR1, TRAF2, TRADD, I"B! dominant négatif (DN) et p65, puis traitées au TNF! (+TNF). Pour 

chaque co-transfection (p875-Luc + TNFR-1, + TRAF2, + TRADD, + I"B!DN, + p65), l’activité 

luciférase des cellules traitées et non traitées est comparée par rapport aux cellules non traitées et 

transfectées seulement avec le plasmide p875-Luc (première barre). (B) Les cellules K562 ont été co-

transfectées avec le plasmide p875-Luc et avec les vecteurs d’expression TNFR1, TRAF2, TRADD, 

I"B! dominant négatif (DN) et p65, puis traitées au TNF! (TNF), à la curcumine (Cu) et au TNF! plus 

curcumine (TNF+Cu). Pour chaque co-transfection (p875-Luc + TNFR-1, + TRAF2, + TRADD, + 

I"B!DN, + p65), l’activité luciférase des cellules traitées au TNF! plus curcumine (TNF+Cu) est 

comparé par rapport aux cellules traitées au TNF! (TNF). * et ** indiquent p<0,05 et p<0,01, 

respectivement, par rapport au contrôle et ## indique p<0,01 par rapport à l’échantillon traité au TNF! de 

chaque co-transfection. 
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Figure 22: Etude par co-transfection de l’effet des vecteurs d’expression de la voie de signalisation 

NF-"B sur le plasmide pNF-"B.  

(A) Les cellules K562 ont été co-transfectées avec le plasmide pNF-"B et avec les vecteurs d’expression 

TNFR1, TRAF2, TRADD, I"B! dominant négatif (DN) et p65, puis traitées au TNF! (+TNF). Pour 

chaque co-transfection (pNF-"B + TNFR-1, + TRAF2, + TRADD, + I"B!DN, + p65), l’activité 

luciférase des cellules traitées et non traitées est comparée par rapport aux cellules non traitées et 

transfectées seulement avec le plasmide pNF-"B (première barre). (B) Les cellules K562 ont été co-

transfectées avec le plasmide pNF-"B et avec les vecteurs d’expression TNFR1, TRAF2, TRADD, I"B! 

dominant négatif (DN) et p65, puis traitées au TNF! (TNF), à la curcumine (Cu) et au TNF! plus 

curcumine (TNF+Cu). Pour chaque co-transfection (pNF-"B + TNFR-1, + TRAF2, + TRADD, + 

I"B!DN, + p65), l’activité luciférase des cellules traitées au TNF! plus curcumine (TNF+Cu) est 

comparé par rapport aux cellules traitées au TNF! (TNF). * et ** indiquent p<0,05 et p<0,01, 

respectivement, par rapport au contrôle et ## indique p<0,01 par rapport à l’échantillon traité au TNF! de 

chaque co-transfection. 
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La curcumine seule n’a pas d’effet sur le plasmide p875-Luc, ni sur les co-transfections (Figure 

21B). Le co-traitement TNF! plus curcumine, par contre, réduit de nouveau efficacement l’effet 

du TNF! sur le plasmide p875-Luc (55 %) et sur les co-transfections TNFR-1 (47 %), TRAF2 

(24 %), TRADD (47 %) et p65 (47 %). 

Des expériences réalisées avec le plasmide contrôle pNF-"B ont été effectuées afin de vérifier 

nos conditions expérimentales (Figure 22). 

 

En résumé, les résultats des co-transfections mettent en évidence que les protéines TRAF2, 

TRADD et p65 induisent l’activité promotrice des plasmides p536-Luc, p875-Luc et pNF-"B, 

alors que l’inhibiteur I"B! la diminue. 

 

Comme contrôle des expériences de co-transfections, nous avons vérifié le niveau d’expression 

des plasmides d’expression NF-"B avant et après transfections dans les cellules K562 (Figure 

23). Les images obtenues confirment la surexpression de ces protéines dans les cellules après 

transfection. 

 

Ainsi, nous pouvons conclure que les plasmides p536-Luc et p875-Luc, tout comme le 

plasmide contrôle pNF-"B, sont activés par les protéines de la voie de signalisation NF-"B 

et donc nous pouvons affirmer que le promoteur C de la GGT est régulé par la voie de 

signalisation NF-"B dans les cellules K562. 

 

III. 1. 1. 7. - Etude de l’effet des plasmides p536-Luc et p875-Luc mutés dans les sites NF-

"B sur la transcription du promoteur C de la GGT. 

 

Dans la mesure où les résultats précédents indiquent que le promoteur C est régulé par la voie de 

signalisation NF-"B dans les cellules K562, nous avons voulu muter les deux sites NF-"B, 

identifiés comme p50 et cRel par Matinspector et que nous appelerons désormais site NF-"B 2 et 

site NF-"B 3 respectivement (Figure 24), sur l’activité promotrice du promoteur C de la GGT. 
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Figure 23: Contrôle par microscopie du niveau d’expression des protéines de la voie NF-"B 

surexprimées par transfection dans les cellules K562. 

 

Les cellules K562 ont été transfectées avec les plasmides d’expression TNFR-1, TRAF2, 

TRADD, I"B!DN et p65 et le niveau d’expression est vérifié avant et après transfection par 

microscopie en utilisant les anticorps respectifs couplés à un fluorochrome émettant dans le 

rouge (Alexa Fluor 568) ou dans le vert (Alexa Fluor 488). Le noyau est coloré en bleu avec le 

Hoechst. (A) Avant transfection. (B) Après transfection. Magnification x40. 
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-100    |   -90    |   -80    |   -70    |   -60    |    -50    |   -40    |   -30    |   -20    |   -10    |   

 -1981                     T GGGCCAGGCA CCGCTTGCAT CTGGACCGAT  CCGCATTGTT CGATCATTGT GAGCCTCATG ATGGCAGTTC GGGATGTCAT -1901  

 -1900 GCCCCCATGC GCCCCCCAAC CCCACCCCGC CATGGCCCTC ACCATGGCCC  ACTCAGGGCA TGAGGCTTTC TGGGTGATTG CTGGTATTCA GTGTTGTCAG -1801  

 -1800 CTTCTTGGAC CTGTCAGTGG GGGTGGGGCT GCAATGAGAT GCCAGTTGCA  GGAAGTGGTT TGCACAGCCT TCCTGGTGTC ATGGGTCACT CTCTTGCCGA -1701  

 -1700 GTGGCTTTGG GCAGGTCCCT TCCCCTCTCA GGCTGCAGGT TCCTATGCCA  GGAGCTCCCT TCTTGCCCCA CCAGGGCCTT GTTTTCCCAG ATACAGAGGT -1601  

 -1600 GGGGCAGATC CCAGCCCGTC TGTGTGGCTG GATGCTGAGC CAGGCACTGG  ACTGGCCCTT TGAGCCTCCT GTCTGGCCAA GGCCCCTGAG GCACTGTGGG -1501  

 -1500 CTGCTGGTGC CAGCACACAA GGGTGATAAG GAGATGAAAG TCACTAGGAT  GGTGGGGCGG CACCCGCCCC GGGCTGTGTT GGCAGCTGCC CCTGGCTGGA -1401  

 -1400 GGCCAGCTTG GCCCTGGAAC CCTCCTCAAG GAACAAGGAC ACAAAAGAGC  CAGCTCAGCC AGCCTCTACC TAGCACCCCA ATCAGCACTC CCTTCTTCCC -1301  

 -1300 ATGACCCCTA CCCTCTGCCC AGCTCCTGTA ACTGGCCAAG GAGCTAATGG  ACACCCACCA GGGTCTTAAT GAGTGAGCCA GGGTTAATGG GTTACTGGGC -1201  

 -1200 CCGGTGACAC ATTCACCAGC CTCCCAGGGC TCTCAAAGTC CACACTGGCC  TGGCCTTGAA CGTCTTAGCT CGGCCACCTC CTTTTCCAGC TTTGACACCT -1101  

 -1100 CGGGGCTCAG GACGGGCCTA GGGTGGTCAA GAGGTCCCCT GCAGCCCTCA  CTTCCTGGAA AAGGCTCCAT TTCCTGGCCT TCAGGCTCAG GTGGTTCCTT -1001  

 -1000 CCGCCTGGCA GGTCCTCCCC AAATCCAATC CCAGCTCGGG CTGGATTCCC  AAGGCCCCTA TTCTGGTGTC TGCCCCTTCC CTAGGGCTCT TCCCCCTGGG -901   

  -900 GTGACCATAC TCTCATGCCC AGCCAGGTCA GGGCTCCTTG AGAGAAGAAT  CTGGAGGGGC CAGGATTTGA TGGGAGAATG AATGATGGAA TGAAAGAAGG -801   

  -800 AACGTAAGCG TGAGCCTTGC TAAGAGTGAC AATACTGGCA GGCTGCAGAC  CATGTGTGGA CCTCGATCTG AGGGCTTAGA GGCTTCGGCC TGCCAGCGCT -701   

  -700 GTGGGGGCAC CCACCCCATC TCATTGAATG GGGCAGAGCA GGTGAGGGCA  TGAGATGGAC AGATGGGCCT CATCCCCCTG CTTCCGTTGC CTGGGGTCCT -601   

  -600 CGGTCAGCCT GTTTGCTCAG ACCCCTGAAA TTGGGGGTCA AGGAAGGACC  CTCCTGGATT ATGTGACTCC CTTCAGTCCA GGTGACCAGG GTCCTTGGAG -501   

  -500 TGACAGCTCC TAGAGCCCCA CCTGTAGTCC TGCAAGCTGG GGAGAGGGCC  TGTTAGGAGA GGCATCCCCT GCCCTGGGGT TGTAGAGGTG AACTAGGCTC -401   

  -400 CTCAGACCTT GTGGGGCCTC AGATGCTTAC ATCTCCAGCC CCTCCTGGCG  TGGGCATCTG GCTGCAGCCC AGCTCTGTGG CCCCATCTCC CAGGGAACCT -301   

  -300 TTGGTCTAAT CTGCCTCCCG CTGAAACCCA GCCTCATTCA GCCCCACCGA  GGCTTTCAGA GTTCAGGTCT CTCATTCAGG GTTTGAGACC CCACCGGGCT -201   

  -200 CAGAGACACC TGCAGCCTGC AGCGGTCCCA GATCACAGCC TCAGGGATGG  GACCAGGAGC CAGCCCACAT CCCACCTGCA GCAGTTCCTG TGCCTTTAAA -101   

  -100 GCCTCCCCTC CCCCCGCCCC GCCCCCAGGC CACTAGGGGA GGGAAGGAGG  AGCTGGGTCA CAGCAGGGAA TCTTAGCTTG GTTTTGGTGT GCTGCTGGAT -1     

    +1 GACCAGACCG GGCGTCGGGT GAGCCCAGAA GTGAGAGCAG TTGGCTGTGC  CCCAGTGCTG TGTGACCCAG AGGCGCCGCT CACCCTCTCT GAGCTGGTGG 100    

   101 ACATCATAGC GGGTGCAGCC CA                                                                                       122    

           |   10     |   20     |   30     |   40     |   50      |   60     |   70     |   80     |   90     |  100  

 

Figure 24 : Localisation des sites NF-!B  2 et 3 sur le promoteur C de la GGT . 

Le site d’initiation de la transcription est situé en +1. Le site NF-!B 2, identifié comme site p50 par Matinspector, est surligné en rose et le site 

NF-!B 3, identifié comme site cRel par Matinspector, est surligné en gris. Le site NF-!B 2 est situé de - 429 à - 444 et le site NF-!B 3 est situé 

de - 547 à -562 par rapport au site d’initiation de la transcription.  
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 Nous avons alors muté le plasmide p536-Luc dans le site NF-!B 2 et le plasmide p875-Luc 

dans les sites NF-!B 2 et 3. Ces plasmides mutés ont ensuite été transfectés dans les cellules 

K562 traitées ou non au TNF" (20 ng/ml, 6h) et leur activité est comparée par rapport aux 

plasmides p536-Luc et p875-Luc non mutés, qui servent de contrôle (Figure 25).  

Les résultats obtenus montrent que la mutation des deux sites NF-!B 2 et 3, mutés dans le 

plasmide p536-Luc ou p875-Luc, ne change ni l’activité de base du promoteur C de la GGT, 

ni l’induction obtenue avec le TNF".  

Ceci montre donc que les deux sites NF-!B 2 et 3, découverts par le logiciel Matinspector, ne 

sont pas fonctionnels dans les cellules K562 et donc pas responsables de l’induction du 

promoteur C de la GGT obtenue avec le TNF". 

 

III. 1. 1. 8. - Etude de l’effet du plasmide p875-Luc muté à la fois dans les sites NF-!B 2 

et 3 sur la transcription du promoteur C de la GGT. 

 

Vu que la mutation des sites NF-!B 2 et 3, mutés individuellement, ne diminue pas 

l’induction par le TNF" du promoteur C de la GGT, nous avons muté les deux sites NF-!B 2 

et 3 ensemble dans le promoteur C de la GGT (Figure 26). Il se pourrait que ces deux sites 

soient connectés et importants pour l’induction de la GGT par le TNF".  

Le résultat obtenu montre que l’induction obtenue avec le plasmide p875-Luc muté dans les 

deux sites NF-!B 2 et 3 (NF-kBMut2+3) (5,2 fois) est légèrement diminuée par rapport à 

l’induction obtenue avec le plasmide p875-Luc non muté, qui sert de contrôle (6,5 fois). Alors 

que la double mutation diminue légèrement l’induction du promoteur C de la GGT par le 

TNF", la diminution est trop faible pour que seul ces deux sites-là soient responsables de 

l’induction du promoteur C de la GGT par le TNF". Il doit donc exister un autre site NF-!B 

plus important dans la séquence du promoteur C. 

 

III. 1. 1. 9. - Mutagenèse systématique du promoteur C de la GGT. 

 

Dans la mesure où les deux sites NF-!B 2 et 3 ne sont pas fonctionnels dans les cellules 

K562, nous avons muté systématiquement le plasmide p536-Luc afin de trouver le site  
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Figure 25 : Etude de l’effet des plasmides p536-Luc et p875-Luc mutés dans les sites NF-

!B 2 et 3 sur la transcription du promoteur C de la GGT. 

 

Les cellules K562 ont été transfectées avec le plasmide p536-Luc muté dans le site NF-!B 2 

(p536MutNFkB2) ainsi qu’avec avec le plasmide p875-Luc muté soit dans le site NF-!B 3 

(p875MutNFkB3) soit dans le site NF-!B 2 (p875MutNFkB2). Les cellules ont ensuite été 

traitées ou non au TNF" (20 ng/ml, 6h) (+ TNF) et l’activité luciférase a été mesurée. 

L’activité luciférase des plasmides p536-Luc et p875-Luc mutés est comparée par rapport aux 

plasmides p536-Luc et p875-Luc non mutés. 
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Figure 26 : Etude de l’effet du plasmide p875-Luc muté à la fois dans les sites NF-!B 2 

et 3 sur la transcription du promoteur C de la GGT. 

 

Les cellules K562 ont été transfectées avec le plasmide p875-Luc muté à la fois dans les sites 

NF-!B 2 et 3 (p875MutNFkB2+3). Les cellules ont ensuite été traitées ou non au TNF" (20 

ng/ml, 6h) (+ TNF) et l’activité luciférase a été mesurée. L’activité luciférase du plasmide 

p875-Luc muté est comparée par rapport au plasmide p875-Luc non muté. * indique p<0,05 

par rapport au contrôle.  
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responsable de l’induction du promoteur C de la GGT par le TNF". Nous avons choisi le 

plasmide p536-Luc pour cette expérience puisque les deux plasmides p536-Luc et p875-Luc 

donnent toujours le même résultat avec le TNF". Nous pensons en effet que le site 

responsable de l’induction doit se trouver dans les 536 premières paires de base (pb). 

 

Afin de ne pas manquer une séquence importante, nous avons muté des séquences de 10 en 10 

pb le long des 536 pb du promoteur C de la GGT (Figure 27). Les différents plasmides mutés 

sont ensuite transfectés dans les cellules K562 et les cellules sont traitées au TNF" pendant 

6h. Les résultats obtenus sont montrés sur les figures 28 et 29. 

 Les mutants 1, 2 et de 4 à 24 (Figure 28) montrent une activité de base et une induction par le 

TNF" comparable au plasmide p536-Luc non muté. Le mutant 3, par contre, montre une 

activité de base diminuée par rapport au contrôle or l’induction par le TNF" est conservée.  

 

Les mutants 26 à 40 (Figure 29) montrent une activité de base et une induction par le TNF" 

comparable au plasmide contrôle p536-Luc. Le mutant 41 a une activité de base supérieure à 

l’activité de base contrôle mais l’induction est conservée. Le mutant 42, par contre, a perdu 

l’activité de base ainsi que l’induction par le TNF". Les mutants 43, 44 et de 50 à 53 

montrent une activité de base et une induction par le TNF" comparable à celle du plasmide 

p536-Luc non muté. Les mutants 45, 46, 48 et 49, par contre, montrent une activité de base 

réduite alors que l’induction par le TNF" est conservée.  

 

Les expériences de mutation mettent en évidence que certains mutants ont une activité 

de base réduite par rapport à l’activité de base du plasmide non muté mais ne montrent 

pas de réduction de l’induction par le TNF". Seul le mutant 42 a perdu l’activité de base 

et l’induction par le TNF" . Nous pouvons donc conclure que la séquence 42 est 

responsable de l’induction du plasmide p536-Luc par le TNF"  dans les cellules K562.  
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GACTCCCTTCAGTCCAGGTGACCAGGGTCCTTGGAGTGACAGCTCCTAGAGCCCCACCTGTAGTCCTGCA 

 1   2   3      4     5   6         7 
       NF-#B 2 

AGCTGGGGAGAGGGCCTGTTAGGAGAGGCATCCCCTGCCCTGGGGTTGTAGAGGTGAACTAGGCTCCTCA 

   8     9  10            11     12    13  

 

GACCTTGTGGGGCCTCAGATGCTTACATCTCCAGCCCCTCCTGGCGTGGGCATCTGGCTGCAGCCCAGCT 

  14  15    16        17   18       19        20 

 

CTGTGGCCCCATCTCCCAGGGAACCTTTGGTCTAATCTGCCTCCCGCTGAAACCCAGCCTCATTCAGCCC 

  21       22     23   24        25        26        27 

 

CACCGAGGCTTTCAGAGTTCAGGTCTCTCATTCAGGGTTTGAGACCCCACCGGGCTCAGAGACACCTGCA 

  28       29        30         31        32       33        34 

   

GCCTGCAGCGGTCCCAGATCACAGCCTCAGGGATGGGACCAGGAGCCAGCCCACATCCCACCTGCAGCAG 

 35        36         37       38        39        40        41 

 

TTCCTGTGCCTTTAAAGCCTCCCCTCCCCCCGCCCCGCCCCCAGGCCACTAGGGGAGGGAAGGAGGAGCT 

42          43        44        45       46         47       48 

           

GGGTCACAGCAGGGAATCTTAGCTTGGTTTTGGTGTGCTGCTGGATgaccagaccgggcgtcgggtgagc 

49         50        51        52        53  

 

ccagaagtgagagcagttggctgtgccccagtgctgtgTgacccagag 

 

   

 

 

 

 

 

 

Figure 27 : Représentation des séquences du promoteur C de la GGT utilisées pour la 

mutagenèse systématique réalisée dans le plasmide p536-Luc. 

 

536 pb du promoteur C de la GGT ont été mutées systématiquement le long des 536 pb du 

promoteur C par séquences de 10 pb successives. Les différentes séquences mutées sont 

colorées différemment et numérotées de 1 à 53. Ces 53 séquences mutées représentent les 53 

mutants transfectées dans les cellules K562. Le site NF-!B 2 est surligné en jaune, le site 

d’initiation +1 est encadré en noir et la région transcrite est écrite en minuscules. 
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Figure 28 : Etude de l’activité promotrice avec ou sans traitement au TNF"  des 

plasmides p536-Luc mutés dans les séquences de 1 à 24. 

 

Les cellules K562 ont été transfectées avec les plasmides p536-Luc mutés dans les séquences 

de 1 à 24. Les cellules ont ensuite été traitées ou non au TNF" (20 ng/ml, 6h) (+ TNF) et 

l’activité luciférase a été mesurée. L’activité luciférase du plasmide p536-Luc muté (mutant) 

est comparée par rapport au plasmide p536-Luc non muté. (A) Mutants 1 à 12 et mutant 15. 

(B) Mutants 13, 14, 16 à 20 et 22 à 24.  
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Figure 29 : Etude de l’activité promotrice avec ou sans traitement au TNF"  des 

plasmides p536-Luc mutés dans les séquences de 26 à 60. 

 

Les cellules K562 ont été transfectées avec les plasmides p536-Luc mutés dans les séquences 

de 26 à 60. Les cellules ont ensuite été traitées ou non au TNF" (20 ng/ml, 6h) (+ TNF) et 

l’activité luciférase a été mesurée. L’activité luciférase du plasmide p536-Luc muté (mutant) 

est comparée par rapport au plasmide p536-Luc non muté. (A) Mutants 26 à 28, 30 à 32, 34 à 

36 et mutants 38 à 42. (B) Mutants 43 à 44, 46, 48, 49 à 55, 58 et 60.  
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III. 1. 1. 10. - La mutation du site Sp1, présent sur le plasmide p536-Luc, réduit l’activité 

de base du promoteur C de la GGT mais pas l’induction par le TNF" .  

 

Comme la mutation systématique des 536 pb du promoteur C de la GGT a révélé, à part pour 

la séquence 42 (responsable de l’induction du TNF"), des mutants qui ont une activité de 

base modifiée par rapport à l’activité de base du plasmide p536-Luc non muté, nous avons 

analysé ces mutants par Matinspector. Cette analyse a découvert deux sites Sp1 putatifs. Ces 

sites Sp1 sont mutés dans les mutants  45 et 46 (figures 27 et 29).  

Nous pouvons donc considérer que les séquences 45 et 46 contiennent des sites Sp1 

fonctionnels, situées de - 73 à – 92 par rapport au site d’initiation de la transcription.  

L’induction par le TNF" n’est cependant pas modifiée dans ces mutants, indiquant que le site 

Sp1 n’est pas responsable de l’induction observée par le TNF" mais est important pour 

l’activité de base de ce promoteur de la GGT.  

 

III. 1. 1. 11. - Caractérisation de la séquence 42 par gel retard.  

 

Dans la mesure où la mutation de la séquence 42 inhibe complètement l’induction du 

plasmide p536-Luc par le TNF", nous avons voulu caractériser cette séquence par gel retard. 

Une nouvelle analyse par Matinspector de cette séquence avec cette fois-ci un taux de 

similarité plus bas, a détecté des sites putatifs pour le facteur de transcription NF-!B et pour 

un facteur de transcription de la famille ETS.  

Afin de vérifier si cette séquence est effectivement capable de lier des facteurs de 

transcription, nous avons réalisé des gelshifts (Figure 30). La figure 30A montre le gel retard 

réalisé avec la sonde 42 et avec la sonde NF-!B consensus, utilisée comme contrôle. Si des 

facteurs nucléaires extraits de cellules K562 non traitées sont utilisés, la sonde NF-!B 

consensus lie un seul complexe, le complexe C2. Par contre, lorsque les facteurs nucléaires 

traités au TNF" (20 ng/ml, 1h) sont utilisés, un deuxième complexe apparaît, le complexe C1. 
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Figure 30 : Analyse de l’activité liante de la séquence 42 dans les cellules K562. 

 

(A) Des extraits nucléaires de la lignée K562 traitée (+) ou non (-) au TNF" (20 ng/ml, 1h) 

ont été incubés avec la sonde NF-!B consensus et la sonde 42. Les supershifts ont été réalisés 

en incubant les anticorps p50 et p65 avec les sondes NF-!B consensus et 42. Les trois 

complexes obtenus entre la sonde et les extraits nucléaires sont appelés C1, C2 et C3. (B) Des 

extraits nucléaires de la lignée K562, traitée au TNF" (20 ng/ml, 1h) (+), ont été incubés avec 

la sonde 42. Les compétitions ont été réalisées avec un excès molaire de sonde 42 froide, de 

50 fois (50x) ou de100 fois (100x) par rapport à la sonde radiomarquée. Les deux complexes 

obtenus entre la sonde 42 et les extraits nucléaires sont appelés C2 et C3. 
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Afin de caractériser ces deux complexes, nous avons réalisé des expériences de supershifts en 

utilisant des AC, qui en se fixant à des protéines cibles dans le complexe, soit alourdissent le 

complexe et donc laissent migrer la bande plus lentement sur le gel, soit font disparaître la 

bande lorsqu’ils se fixent entre la protéine et la séquence d’ADN.  

En utilisant l’AC p50, les deux complexes C1 et C2 disparaissent, alors qu’avec l’AC p65 

seul le complexe C1 disparait. Ceci indique que le complexe C2 est composé d’un 

homodimère p50/p50 NF-!B et le complexe C1 est composé d’un hétérodimère p50/p65 NF-

!B.  

En utilisant la sonde 42, on observe également deux complexes, le complexe C2 ainsi qu’un 

nouveau complexe, le complexe C3. Le complexe C2, tout comme pour la sonde NF-!B, est 

composé d’un homodimère p50/p50 NF-!B mais le complexe C3, qui est pourtant spécifique 

(Figure 30B), ne disparaît pas avec les deux AC. Il pourrait s’agir d’un membre de la famille 

ETS. 

 

En résumé, nous pouvons noter que la séquence 42, appelée dorénavant site NF-!B 1 

(Figure 31) et située de -111 à -123 par rapport au site d’initiation de la transcription, 

est capable de fixer le facteur de transcription p50 NF-!B ainsi qu’une autre protéine 

dont nous ignorons jusqu’à présent l’identité et le rôle. 

 

III. 1. 1. 12. - Expérience d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) du promoteur 

C de la GGT dans les cellules K562. 

 
Afin de confirmer les résultats des expériences de liaison obtenus in vitro par des expériences 

in vivo, nous avons réalisé des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine (ou ChIP) 

en utilisant des amorces ciblant la région du promoteur C de la GGT contenant les sites NF-

!B 1 et Sp1.  

Les résultats obtenus montrent que dans les cellules K562 non traitées, les facteurs de 

transcription p50, p65 et Sp1, ainsi que l’ARN polymérase II se lient à cette région spécifique 

du promoteur C de la GGT (Figure 32 A). 
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    -100    |   -90    |   -80    |   -70    |   -60    |    -50    |   -40    |   -30    |   -20    |   -10    |   

 -1981                     T GGGCCAGGCA CCGCTTGCAT CTGGACCGAT  CCGCATTGTT CGATCATTGT GAGCCTCATG ATGGCAGTTC GGGATGTCAT -1901  

 -1900 GCCCCCATGC GCCCCCCAAC CCCACCCCGC CATGGCCCTC ACCATGGCCC  ACTCAGGGCA TGAGGCTTTC TGGGTGATTG CTGGTATTCA GTGTTGTCAG -1801  

 -1800 CTTCTTGGAC CTGTCAGTGG GGGTGGGGCT GCAATGAGAT GCCAGTTGCA  GGAAGTGGTT TGCACAGCCT TCCTGGTGTC ATGGGTCACT CTCTTGCCGA -1701  

 -1700 GTGGCTTTGG GCAGGTCCCT TCCCCTCTCA GGCTGCAGGT TCCTATGCCA  GGAGCTCCCT TCTTGCCCCA CCAGGGCCTT GTTTTCCCAG ATACAGAGGT -1601  

 -1600 GGGGCAGATC CCAGCCCGTC TGTGTGGCTG GATGCTGAGC CAGGCACTGG  ACTGGCCCTT TGAGCCTCCT GTCTGGCCAA GGCCCCTGAG GCACTGTGGG -1501  

 -1500 CTGCTGGTGC CAGCACACAA GGGTGATAAG GAGATGAAAG TCACTAGGAT  GGTGGGGCGG CACCCGCCCC GGGCTGTGTT GGCAGCTGCC CCTGGCTGGA -1401  

 -1400 GGCCAGCTTG GCCCTGGAAC CCTCCTCAAG GAACAAGGAC ACAAAAGAGC  CAGCTCAGCC AGCCTCTACC TAGCACCCCA ATCAGCACTC CCTTCTTCCC -1301  

 -1300 ATGACCCCTA CCCTCTGCCC AGCTCCTGTA ACTGGCCAAG GAGCTAATGG  ACACCCACCA GGGTCTTAAT GAGTGAGCCA GGGTTAATGG GTTACTGGGC -1201  

 -1200 CCGGTGACAC ATTCACCAGC CTCCCAGGGC TCTCAAAGTC CACACTGGCC  TGGCCTTGAA CGTCTTAGCT CGGCCACCTC CTTTTCCAGC TTTGACACCT -1101  

 -1100 CGGGGCTCAG GACGGGCCTA GGGTGGTCAA GAGGTCCCCT GCAGCCCTCA  CTTCCTGGAA AAGGCTCCAT TTCCTGGCCT TCAGGCTCAG GTGGTTCCTT -1001  

 -1000 CCGCCTGGCA GGTCCTCCCC AAATCCAATC CCAGCTCGGG CTGGATTCCC  AAGGCCCCTA TTCTGGTGTC TGCCCCTTCC CTAGGGCTCT TCCCCCTGGG -901   

  -900 GTGACCATAC TCTCATGCCC AGCCAGGTCA GGGCTCCTTG AGAGAAGAAT  CTGGAGGGGC CAGGATTTGA TGGGAGAATG AATGATGGAA TGAAAGAAGG -801   

  -800 AACGTAAGCG TGAGCCTTGC TAAGAGTGAC AATACTGGCA GGCTGCAGAC  CATGTGTGGA CCTCGATCTG AGGGCTTAGA GGCTTCGGCC TGCCAGCGCT -701   

  -700 GTGGGGGCAC CCACCCCATC TCATTGAATG GGGCAGAGCA GGTGAGGGCA  TGAGATGGAC AGATGGGCCT CATCCCCCTG CTTCCGTTGC CTGGGGTCCT -601   

  -600 CGGTCAGCCT GTTTGCTCAG ACCCCTGAAA TTGGGGGTCA AGGAAGGACC  CTCCTGGATT ATGTGACTCC CTTCAGTCCA GGTGACCAGG GTCCTTGGAG -501   

  -500 TGACAGCTCC TAGAGCCCCA CCTGTAGTCC TGCAAGCTGG GGAGAGGGCC  TGTTAGGAGA GGCATCCCCT GCCCTGGGGT TGTAGAGGTG AACTAGGCTC -401   

  -400 CTCAGACCTT GTGGGGCCTC AGATGCTTAC ATCTCCAGCC CCTCCTGGCG  TGGGCATCTG GCTGCAGCCC AGCTCTGTGG CCCCATCTCC CAGGGAACCT -301   

  -300 TTGGTCTAAT CTGCCTCCCG CTGAAACCCA GCCTCATTCA GCCCCACCGA  GGCTTTCAGA GTTCAGGTCT CTCATTCAGG GTTTGAGACC CCACCGGGCT -201   

  -200 CAGAGACACC TGCAGCCTGC AGCGGTCCCA GATCACAGCC TCAGGGATGG  GACCAGGAGC CAGCCCACAT CCCACCTGCA GCAGTTCCTG TGCCTTTAAA -101   

  -100 GCCTCCCCTC CCCCCGCCCC GCCCCCAGGC CACTAGGGGA GGGAAGGAGG  AGCTGGGTCA CAGCAGGGAA TCTTAGCTTG GTTTTGGTGT GCTGCTGGAT -1     

    +1 GACCAGACCG GGCGTCGGGT GAGCCCAGAA GTGAGAGCAG TTGGCTGTGC  CCCAGTGCTG TGTGACCCAG AGGCGCCGCT CACCCTCTCT GAGCTGGTGG 100    

   101 ACATCATAGC GGGTGCAGCC CA                                                                                       122    

           |   10     |   20     |   30     |   40     |   50      |   60     |   70     |   80     |   90     |  100  

 

Figure 31 : Localisation des sites NF-!B 1, 2, 3 et Sp1 sur le promoteur C de la GGT . 

Le site d’initiation de la transcription est situé en +1. Le site NF-!B 1 est surligné en turquoise, le site NF-!B 2 en rose, le site NF-!B 3 en gris et 

les deux sites Sp1 sont encadrés ou colorés en rouge. Le site NF-!B 1 est situé de - 111 à - 123, le site NF-!B 2 est situé de - 429 à - 443 et le site 

NF-!B 3 est situé de - 548 à -562 par rapport au site d’initiation de la transcription. Les sites Sp1 sont situés de - 73 à – 92 par rapport au site 

d’initiation de la transcription. 
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Figure 32 : Analyse par chromatine immunoprécipitation (ou ChIP) du promoteur C de 

la GGT. 

(A) La chromatine extraite des cellules K562 non traîtées est immunoprécipitée avec les AC 

p50, p65, Sp1 et RNA polymérase II. Les résultats du ChIP ont été divisés par la valeur de 

l’IgG et exprimés en occupation relative. (B) La chromatine extraite des cellules K562 

traitées au TNF! (20 ng/ml, 1h) est immunoprécipitée avec les AC p50, p65, Sp1 et RNA 

polymérase II et les résultats sont exprimés en taux de variation des cellules traitées divisées 

par les cellules non traitées (contrôle). * et ** indiquent p<0,05 et p<0,01, respectivement, par 

rapport au contrôle. 
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Le traitement au TNF! induit la liaison des facteurs de transcription p50 et Sp1 au promoteur 

C de la GGT et induit également fortement le recrutement de l’ARN polymérase II au 

promoteur, expliquant l’induction du promoteur C de la GGT après traitement au 

TNF! (Figure 32 B). 

 

En conclusion de cette partie, nous pouvons noter que les facteurs de transcription NF-

"B et Sp1 ainsi que l’ARN polymérase II sont liés au promoteur C de la GGT dans les 

cellules K562 contrôles et sont donc au moins en partie responsable de l’activité de base 

du promoteur C de la GGT. De plus, les résultats montrent que l’induction par le TNF!  

du promoteur C de la GGT est due en partie à une augmentation de la liaison des 

facteurs de transcription p50 NF-"B et Sp1 au promoteur mais notamment à l’induction 

du recrutement de l’ARN polymérase II à cet endroit précis du promoteur C de la GGT. 

 

III. 1. 1. 13. - Implication des facteurs de transcription de la famille ETS dans la 

régulation du promoteur C de la GGT. 

 

Dans la mesure où l’analyse par Matinspector a détecté un site de fixation pour un facteur de 

transcription de la famille ETS sur la séquence 42, nous avons voulu vérifier si ces protéines 

jouent un rôle dans la régulation du promoteur C de la GGT dans les cellules K562. Nous 

avons donc co-transfecté des membres de la famille ETS, les protéines PEA, ETV et ERM et 

le plasmide p536-Luc dans les cellules K562 traitées ou non au TNF! (Figure 33).  

Les résultats obtenus montrent que la protéine PEA mais pas les protéines ETV et ERM, 

diminue l’activité de base du plasmide p536-Luc. De plus, la protéine PEA diminue fortement 

l’induction de l’activité promotrice du plasmide p536-Luc obtenue avec le TNF!. Les 

protéines ETV et ERM ont un effet moindre.  

Ces résultats indiquent donc que les facteurs de transcription ETS jouent un rôle dans 

l’activité de base du promoteur C de la GGT ainsi que dans l’induction du promoteur C par le 

TNF!. Le mécanisme responsable de l’implication des protéines ETS ou un éventuel lien 

avec le site NF-"B 1 n’a cependant pas encore été élucidé. 
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Figure 33: Etude par co-transfection de l’effet des vecteurs d’expression de la famille 

des facteurs de transcription ETS sur le plasmide p536-Luc.  

 

Les cellules K562 ont été co-transfectées avec le plasmide p536-Luc et avec les vecteurs 

d’expression PEA, ETV, ERM, traitées ou non au TNF! (+ TNF!) et l’activité luciférase a 

été mesurée. L’activité luciférase de chaque co-transfection (p536-Luc + PEA, + ETV, + 

ERM), avec ou sans traitement au TNF! (+ TNF!), est comparée par rapport à l’activité 

luciférase des cellules seulement transfectées avec le plasmide p536-Luc (en gris clair). ** 

indique p<0,01 par rapport au contrôle. 
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III. 1. 2. - Etude de l’effet du TNF! et de la curcumine sur les trois ARNm de la #-

glutamyltransférase. 

 

Comme les résultats précédents montrent un effet stimulateur du TNF! sur l’activité 

promotrice des promoteurs B et C de la GGT, nous avons ensuite voulu vérifier l’effet du 

TNF! sur l’expression des trois ARNm (ARNm de type A, B et C) codés par le gène GGT1 

dans les celules K562. 

Les cellules K562 ont ainsi été traitées au TNF!, à la curcumine et au TNFa plus curcumine 

et analysées par PCR semi-quantitative en utilisant comme témoin interne l’ARN S14.  

Les résultats obtenus montrent que l’expression des trois types d’ARNm de la GGT est 

induite par le traitement au TNF!. Néanmoins, l’ARNm de type B n’est induit que de 1,6 fois 

(Figure 35) alors que les ARNm de type A (Figure 34) et C (Figure 36) sont induits de 3 et 4 

fois, respectivement. Le traitement par la curcumine seule diminue significativement 

l’expression du type A alors qu’il n’a pas d’effet sur l’expression des ARNm de type B et C.  

Par contre, le co-traitement TNFa plus curcumine inhibe fortement l’induction obtenue avec 

le TNF! pour les 3 types d’ARNm de la GGT confirmant ainsi les résultats obtenus avec les 

promoteurs de la GGT. 

 

III. 1. 3. - Etude de l’effet du TNF!  sur l’expression de la protéine #-glutamyl-

transférase dans différentes lignées. 

 

Suite aux résultats obtenus pour l’activité promotrice et l’expression des trois ARNm codant 

pour la GGT dans les cellules K562, nous avons voulu vérifier si une induction de la quantité 

de protéines GGT est également observée après traitement au TNF!.  

Nous avons alors réalisé des WB avec des extraits protéiques totaux de cellules K562 traitées 

ou non au TNF! (20 ng/ml, 6h) (Figure 37). Les résultats obtenus avec l’AC anti-GGT 

révèlent la présence d’une seule bande à 66 kDa. Cette taille correspond à la taille de la sous-

unité lourde de la GGT (Hanigan and Frierson 1996). 
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Figure 34 : Etude de l’effet du TNF!  et de la curcumine sur l’ARNm de type A de la 

GGT par RT-PCR. 

(A) Les ARN totaux extraits des cellules K562 traitées (+) ou non (-) au TNF! (0,5 et 20 

ng/ml, 6h), à la curcumine (20 !M, 2h) et au TNF! plus curcumine (8h), ont été soumis à une 

transcription inverse suivie d’une PCR en utilisant les amorces spécifiques de l’ARNm de 

type A de la GGT (tableau VII) et du S14. (B) Représentation du taux de variation de 

l’ARNm A de la GGT divisé par le S14 de trois expériences indépendantes. Les échantillons 

non traités servant de contrôle. ** indique p<0,01 par rapport au contrôle et ## indique p<0,01 

par rapport à l’échantillon traité au TNF!. 
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Figure 35 : Etude de l’effet du TNF!  et de la curcumine sur l’ARNm de type B de la 

GGT par RT-PCR. 

(A) Les ARN totaux extraits des cellules K562 traitées (+) ou non (-) au TNF! (0,5 et 20 

ng/ml, 6h), à la curcumine (20 !M, 2h) et au TNF! plus curcumine (8h), ont été soumis à une 

transcription inverse suivie d’une PCR en utilisant les amorces spécifiques de l’ARNm de 

type B de la GGT (tableau VII) et du S14. (B) Représentation du taux de variation de 

l’ARNm B de la GGT divisé par le S14 de trois expériences indépendantes. Les échantillons 

non traités servant de contrôle. * et ** indiquent p<0,05 et p<0,01, respectivement, par 

rapport au contrôle et ## indique p<0,01 par rapport à l’échantillon traité au TNF!. 
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Figure 36 : Etude de l’effet du TNF!  et de la curcumine sur l’ARNm de type A de la 

GGT par RT-PCR. 

(A) Les ARN totaux extraits des cellules K562 traitées (+) ou non (-) au TNF! (0,5 et 20 

ng/ml, 6h), à la curcumine (20 !M, 2h) et au TNF! plus curcumine (8h), ont été soumis à une 

transcription inverse suivie d’une PCR en utilisant les amorces spécifiques de l’ARNm de 

type A de la GGT (tableau VII) et du S14. (B) Représentation du taux de variation de 

l’ARNm C de la GGT divisé par le S14 de trois expériences indépendantes. Les échantillons 

non traités servant de contrôle. ** indique p<0,01 par rapport au contrôle et ## indique p<0,01 

par rapport à l’échantillon traité au TNF!. 
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Figure 37 : Etude de l’effet du TNF! sur la GGT dans les cellules K562 par WB.  

(A) Les protéines totales des cellules K562 traitées (+) ou non (-) au TNF! (20 ng/ml, 6h) ont 

été extraites et analysées par WB en utilisant des AC anti-GGT et anti-$-actine. (B) 

Représentation du taux de variation de la GGT divisé par l’actine de trois expériences 

indépendantes. L’échantillon non traité (-) sert de contrôle.* indique p<0,05 par rapport au 

contrôle. 
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Après traitement au TNF!, cette bande est induite de 1,8 fois par rapport à la bande obtenue 

avec les cellules contrôles. Les résultats montrent donc qu’après traitement des cellules K562 

au TNF!, la quantité de protéines GGT est également augmentée. 

 

Afin de vérifier si cette induction est spécifique à la lignée cellulaire K562 étudiée ou si elle 

peut être généralisée, nous avons traité d’autres lignées cellulaires au TNF! et étudié 

l’expression de la GGT par WB (Figure 38). Les résultats obtenus montrent que parmi les 

douze lignées testées, la moitié n’exprime pas la GGT (les lignées Raji, Hel, DU145, HL60, 

Molt3 et Jurkat). Après traitement au TNF!, l’expression de la GGT est légèrement diminuée 

dans les lignées U937 et THP1, légèrement induite dans la lignée Meg01 mais ne varie pas 

dans les lignées 22RV1, JVM2 et TF1. 

 

Nous pouvons donc conclure que la GGT est induite par le TNF! dans les cellules K562 

et Meg01, deux lignées caractérisées par le chromosome de Philadelphie, diminuée dans 

les lignées U937 et THP1 et invariable dans les lignées 22RV1, JVM2 et TF1. Les lignées 

Raji, Hel, DU145, HL60, Molt3 et Jurkat, par contre, n’expriment pas la GGT. Ceci 

montre donc que la GGT est exprimée et régulée différemment selon la lignée cellulaire. 
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Figure 38 : Etude de l’effet du TNF! sur la GGT dans différentes lignées cellulaires par 

WB.  

Les protéines totales de douze lignées différentes (Raji, U937, Hel, DU145, 22RV1, HL60, 

JVM2, Molt3, THP1, TF1, Meg01 et Jurkat) traitées (+) ou non (-) au TNF! (20 ng/ml, 6h) 

ont été extraites et analysées par WB en utilisant des AC anti-GGT et anti-$-actine. Les 

échantillons non traités servant de contrôle. 
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III. 2. - Etude de l’effet du TNF! sur l’activité enzymatique et la 

localisation cellulaire de la #-glutamyltransférase dans les cellules 

K562 

III. 2. 1. - Etude de l’effet du TNF!  sur l’activité enzymatique de la #-glutamyl-

transférase dans les cellules K562. 

 

Nous avons ensuite étudié l’effet du TNF! sur l’activité enzymatique de la GGT dans les 

cellules K562. La GGT est une enzyme membranaire fortement glycosylée (Meister et al., 

1981). Elle est composée de deux chaînes polypeptidiques formant une sous-unité lourde et 

une sous-unité légère, issues d’un précurseur qui va subir un clivage protéolytique pour 

aboutir à la forme mature de la protéine.  

Le clivage protéolytique du précurseur de la GGT est activé dans le réticulum endoplasmique. 

L’addition de galactose, de glucose et d’acide sialique se fait, quant à elle, dans l’appareil de 

Golgi. Le transfert de la GGT vers la membrane cellulaire, où elle exerce son activité, peut 

donc être un long voyage. 

Ainsi nous avons choisi de traiter les cellules K562 pendant 9 jours et nous avons mesuré 

l’activité de la GGT pendant les 3 premiers jours, le 6
ième

 ainsi que le 9
ième

 jour (Figure 39).  

Les résultats obtenus montrent que l’activité de la GGT augmente avec une induction de 1,4 

fois après 3 jours, de 2,2 fois après 6 jours et de 2,5 fois après 9 jours de traitement au TNF!. 

L’activité enzymatique n’est donc induite significativement qu’à partir de 3 jours de 

traitement au TNF!. Or la synthèse de la GGT est déjà induite après 6h de traitement au 

TNF!.  

D’après les connaissances actuelles concernant la maturation de la GGT, nous supposons que 

ce long délai peut être dû soit à une maturation complexe de la GGT dans les cellules K562, 

soit à un blocage de la GGT quelque part dans le cytoplasme.  

Afin de vérifier si le traitement au TNF! pouvait causer un blocage de la GGT dans le 

cytoplasme, nous avons analysé si le TNF! pouvait éventuellement induire un stress au 

niveau du reticulum endoplasmic. Ceci pourrait engendrer un retard de la maturation de la 

GGT et donc un délai dans le transfert de la GGT vers la membrane cellulaire.  

Nous avons alors étudié l’effet du TNF! (20 ng/ml, 6h) sur une protéine connue pour être  
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Figure 39 : Etude de l’effet du TNF!  sur l’activité enzymatique de la GGT dans les 

cellules K562. 

 

Les cellules K562 ont été traitées au TNF! (20 ng/ml) pendant 9 jours. Les mesures de 

l’activité enzymatique de la GGT ont été effectuées après 6 heures (6h), 2, 3, 6 et 9 jours (j) 

de traitement au TNF!. Les valeurs obtenues ont été normalisées et le taux de variation des 

cellules traitées au TNF! divisé par les cellules non traitées est représenté comme activité 

enzymatique de la GGT relative. * indique p<0,05 par rapport au contrôle.  
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activée lors d’un stress endoplasmique, la protéine Grp78.  

Le résultat obtenu montre que cette protéine est effectivement induite après traitement au 

TNF! (Figure 40), ce qui expliquerait probablement le long délai observé entre sa synthèse et 

l’induction de l’activité enzymatique. 

 

III. 2. 2. - Etude de l’effet du TNF!  sur la localisation cellulaire de la #-glutamyl-

transférase dans les cellules K562. 

 

Vu que le traitement des cellules K562 au TNF! stimule l’activité de la GGT à partir de 3 

jours, nous avons voulu vérifier par microscope de fluorescence si cette induction pouvait 

également être observée au niveau membranaire (Figures 41 à 44).  

Ainsi nous avons traité les cellules K562 au TNF! pendant 3 et 6 jours à deux concentrations 

différentes, 20 ng/ml et 100 ng/ml, et nous avons marqué les cellules avec un protocole ne 

laissant pas entrer les anticorps dans la cellule.  

 

Les résultats obtenus montrent étonnamment que le traitement au TNF! (20 ng/ml, 3 jours) 

provoque un changement de la distribution membranaire de la GGT (Figure 41). La GGT se 

concentre dans des domaines membranaires ou microdomaines au niveau de la membrane 

cellulaire. Après 6 jours de traitement au TNF! à 20 ng/ml, la concentration de la GGT au 

niveau de la membrane cellulaire est encore plus prononcée. Après 3 et 6 jours de traitement 

au TNF! à 100 ng/ml, le même résultat est observé.  

Afin de trouver une explication concernant la concentration de la GGT à des endroits 

particuliers de la membrane, nous avons exploré l’organisation de l’actine dans ces cellules 

(Figure 45). Les résultats obtenus avec les cellules K562 contrôles non traitées montrent que 

ces cellules possèdent un domaine semblable constitué d’actine à la surface cellulaire.  

Le double marquage de ces cellules avec la phalloïdine (marqueur spécifique de l’actine) et 

l’AC anti-GGT montre une co-localisation de ces 2 fluorochromes, traduisant ainsi 

l’accumulation de la GGT au niveau de ces domaines membranaires d’actine (Figure 46). Le 

traitement au TNF! dirige donc la GGT dans ce domaine constitué d’actine à la surface 

cellulaire des cellules K562.  

A l’heure actuelle, nous ignorons malheureusement encore quelle est la fonction de ce 

domaine et pourquoi le traitement au TNF!  dirige la GGT à cet endroit particulier de la 

cellule. 
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Figure 40 : Etude de l’effet du TNF! sur la protéine Grp78 dans les cellules K562 par 

WB. 

 (A) Les protéines totales des cellules K562 traitées (+) ou non (-) au TNF! (20 ng/ml, 6h) 

ont été extraites et analysées par WB en utilisant des AC anti-Grp78 et anti-$-actine. (B) 

Représentation du taux de variation de la Grp78 divisé par l’actine de trois expériences 

indépendantes. L’échantillon non traité servant de contrôle. * indique p<0,05 par rapport au 

contrôle. 
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Figure 41 : Etude de l’effet du TNF!  sur la GGT par microscopie à fluorescence dans 

les cellules K562 traitées avec 20 ng/ml de TNF!  pendant 3 jours.  

 

Les cellules K562 ont été traitées au TNF! (B) pendant 3 jours à une concentration de 20 

ng/ml et comparées par rapport à des cellules non traitées (A). Les cellules ont été observées 

sous un microscope à fluorescence en utilisant un AC anti-GGT couplé à un fluorochrome 

émettant dans le rouge (Alexa Fluor 568) (1°A et 1°B). Le noyau est coloré avec le Hoechst 

(2°A et 2°B). Les images 3°A et 3°B montrent la superposition des images 1°A et 2°A et 1°B 

et 2°B, respectivement. Magnification x40. 
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Figure 42 : Etude de l’effet du TNF!  sur la GGT par microscopie à fluorescence dans 

les cellules K562 traitées avec 20 ng/ml de TNF!  pendant 6 jours.  

 

Les cellules K562 ont été traitées au TNF! (B) pendant 6 jours à une concentration de 20 

ng/ml et comparées par rapport à des cellules non traitées (A). Les cellules ont été observées 

sous un microscope à fluorescence en utilisant un AC anti-GGT couplé à un fluorochrome 

émettant dans le rouge (Alexa Fluor 568) (1°A et 1°B). Le noyau est coloré avec le Hoechst 

(2°A et 2°B). Les images 3°A et 3°B montrent la superposition des images 1°A et 2°A et 1°B 

et 2°B, respectivement. Magnification x40. 
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Figure 43 : Etude de l’effet du TNF!  sur la GGT par microscopie à fluorescence dans 

les cellules K562 traitées avec 100 ng/ml de TNF!  pendant 3 jours.  

 

Les cellules K562 ont été traitées au TNF! (B) pendant 3 jours à une concentration de 100 

ng/ml et comparées par rapport à des cellules non traitées (A). Les cellules ont été observées 

sous un microscope à fluorescence en utilisant un AC anti-GGT couplé à un fluorochrome 

émettant dans le rouge (Alexa Fluor 568) (1°A et 1°B). Le noyau est coloré avec le Hoechst 

(2°A et 2°B). Les images 3°A et 3°B montrent la superposition des images 1°A et 2°A et 1°B 

et 2°B, respectivement. Magnification x40. 
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Figure 44 : Etude de l’effet du TNF!  sur la GGT par microscopie à fluorescence dans 

les cellules K562 traitées avec 100 ng/ml de TNF!  pendant 6 jours.  

 

Les cellules K562 ont été traitées au TNF! (B) pendant 6 jours à une concentration de 100 

ng/ml et comparées par rapport à des cellules non traitées (A). Les cellules ont été observées 

sous un microscope à fluorescence en utilisant un AC anti-GGT couplé à un fluorochrome 

émettant dans le rouge (Alexa Fluor 568) (1°A et 1°B). Le noyau est coloré avec le Hoechst 

(2°A et 2°B). Les images 3°A et 3°B montrent la superposition des images 1°A et 2°A et 1°B 

et 2°B, respectivement. Magnification x40. 
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Figure 45 : Observation de l’organisation de l’actine dans les cellules K562.  

 

Les cellules K562 ont été marquées à la phalloïdine couplée à un fluorochrome émettant dans 

le vert (1°). Le noyau est coloré avec le Hoechst (2°). (3°) Superposition des images (1°) et 

(2°). Magnification x40. 
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Figure 46 : Co-localisation entre l’actine et la GGT dans les cellules K562 traitées avec 

20ng/ml de TNF! pendant 3 jours.  

 

Les cellules K562 ont été traitées au TNF! pendant 3 jours à une concentration de 20 ng/ml et 

observées ensuite sous un microscope à fluorescence en utilisant la phalloïdine émettant dans 

le vert (1°) et un AC anti-GGT couplé à un fluorochrome rouge (Alexa Fluor 568) (2°). Le 

noyau est coloré en bleu avec le Hoechst (3°). L’image 4° montre la superposition des images 

1°, 2° et 3°. Magnification x40. 
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En conclusion, le TNF!  n’induit l’activité de la GGT qu’à partir de 3 jours, alors que sa 

synthèse est stimulée dès 6h de traitement. Ce long délai est probablement dû à un stress 

du réticulum endoplasmique causé par le TNF! . De plus, le TNF!  dirige la GGT dans 

un domaine particulier à la surface cellulaire constitué d’actine. 

 

III. 3. - Etude des phénomènes redox, produits au cours du 

catabolisme du glutathion par la #-glutamyltransférase, dans les 

cellules K562 

 

En 1993, Stark et al. ont proposé pour la première fois que le catabolisme du glutathion par la 

GGT pouvait avoir un rôle prooxydant sous certaines conditions (Stark et al., 1993).  

De nombreuses publications ont confirmé cet effet prooxydant de la GGT et les conséquences 

résultant de ce phénomène oxydatif sont nombreuses. Les ERO produits peuvent avoir des 

cibles diverses, dont notamment et en premier lieu l’oxydation et/ou la S-thiolation des 

groupements thiols des protéines (Figure 7). 

Comme le site actif de la GGT est localisé à la partie externe de la membrane cellulaire, les 

protéines situées dans la membrane plasmique sont potentiellement les premières cibles des 

ERO produites lors de l’action prooxydante de la GGT. 

Dominici et al. ont en effet montré que dans des cellules de mélanome les réactions pro-

oxydantes produites par la GGT au cours du catabolisme du glutathion, induisent des 

changements redox des cystéines du récepteur TNFR-1, un récepteur stimulé par des signaux 

apoptotiques ainsi qu’anti-apoptotiques (Dominici et al., 2004). 

 

Afin de vérifier si ces phénomènes redox sont également observés dans les cellules K562, 

nous avons entrepris différentes expériences.  

 

III. 3. 1. - Mesure de la production d'H2O2 dans les cellules K562. 

 

En premier lieu, nous avons mesuré la production du peroxyde d’hydrogène (ou H2O2) dans 

les cellules K562 traitées ou non au TNF!. Le peroxyde d’hydrogène est la principale ERO 

produite lors des réactions prooxydantes dérivant du catabolisme du GSH par la GGT. 
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Comme les résultats précédents montrent que le TNF! stimule l’activité de la GGT, nous 

avons voulu vérifier si cette stimulation augmente aussi la production d’H2O2.  

La production d’H2O2 est mesurée en suivant la décroissance de la fluorescence de la 

scopoletine, un donneur d’hydrogène fluorescent, au cours du temps (Figure 47).  

Nous avons alors traité les cellules pendant 3 et 6 jours au TNF! et comparé les cellules 

traitées (TNF) par rapport aux cellules non traitées servant de témoin. Nous avons également 

mesuré la production d’H2O2 dans des cellules K562 stimulées avec des substrats de la GGT 

(GGT stim.), le GSH et la glycyl-glycine.  

Les résultats obtenus montrent qu’il n’y a pas de production d’H2O2 après 3 jours de 

traitement au TNF!. Après 6 jours, une faible production d’H2O2 est observée après 20 

minutes pour les cellules témoins non traitées (stimulées ou non) et une plus forte pour les 

cellules traitées (stimulées ou non). Ce résultat n’a été obtenu malheureusement qu’une seule 

fois.  

 

 

III. 3. 2. - Etude de l’état redox des protéines de surface des cellules K562 traitées ou 

non au TNF! .  

 

Nous avons également étudié un autre phénomène résultant de la production des ERO par le 

catabolisme du GSH, à savoir l’oxydation des protéines de surface après stimulation de la 

GGT avec le TNF!. Les cellules K562 ont été traitées au TNF! (100ng/ml) pendant 6 jours. 

Les cellules ont ensuite été marquées avec le marqueur thiol IAB, qui reconnaît les 

groupements thiols réduits présents sur la surface cellulaire (Figure 48).  

Le résultat obtenu montre que le signal obtenu pour les protéines de surface traitées au TNF! 

est beaucoup plus faible que celui des protéines contrôles non traitées, ce qui traduit une 

induction de l’oxydation des protéines de surface par le TNF!. Ce résultat n’a été obtenu 

malheureusement qu’une seule fois. 
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Figure 47 : Mesure de la production d’H2O2 dans les cellules K562 traitées ou non au 

TNF! . 

Les cellules K562 ont été traitées au TNF! pendant 3 (A) et 6 jours (B). Une production 

d’H2O2 est observée lorsque la fluorescence de la scopoletine, un donneur d’hydrogène oxydé 

en présence d’H2O2, décroît en fonction du temps. Les échantillons suivants ont été analysés: 

le blanc représente une mesure sans cellules, le témoin représente des cellules non traitées, le 

TNF correspond aux cellules traitées au TNF! et les échantillons blanc, témoin ou TNF + 

GGT stim. représentent des échantillons où la GGT a été stimulée ( = addition de GSH et de 

glycine-glycine). 
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Figure 48 : Etude de l’état redox des protéines de surface des cellules K562 traitées ou 

non au TNF! . 

 

Les cellules K562 ont été traitées au TNF! pendant 6 jours, puis marquées au marqueur de 

thiols N-(biotinoyl)-N’-(iodoacetyl)ethylenediamine (BIA ou IAB), qui reconnaît les 

groupements réduits présents sur les protéines de surface. Ensuite les cellules ont été lysées et 

les protéines ont été analysées par WB en exposant les blots à l’avidine peroxydase et en 

utilisant un marqueur de taille de 66,2 à 116 kDa. L’échantillon non traité servant de contrôle. 
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III. 3. 3. - Etude de l’activité liante des récepteurs au TNF à l’
125

I-TNF!  dans les cellules 

K562 traitées ou non au TNF! . 

 

Puisque les expériences précédentes ne nous permettent pas d’établir de réelles conclusions, 

nous avons ensuite étudié l’activité liante des récepteurs au TNF pour leur ligand, le TNF!. 

Les récepteurs au TNF possèdent un grand nombre de thiols dans leurs domaines 

extracellulaires, ce qui les rend sensibles à des modulations redox par des agents ou des 

processus prooxydants. Dominici et al. ont constaté que les réactions prooxydantes produites 

au cours du métabolisme du GSH par la GGT, peuvent induire des changements redox des 

cystéines du récepteur TNFR-1 et ainsi changer l’affinité du récepteur pour son ligand.  

 

Afin d’étudier si ces changements redox dans la structure du TNFR-1 peuvent altérer la 

fonction de celui-ci, à savoir ses caractéristiques de liaison à son ligand, nous avons étudié 

l’activité liante des récepteurs au TNF pour leur ligand, le TNF!, dans les cellules K562 

traitées ou non au TNF! (Figure 49).  

Les résultats obtenus montrent que le traitement au TNF! pendant 3 jours (100 ng/ml) 

diminue l’activité liante des récepteurs au TNF pour le TNF! radioactif (
125

I-TNF!) comparé 

au témoin non traité (Figure 49A), mais un traitement de 6 jours (Figure 49 B), par contre, 

augmente l’activité liante des récepteurs TNF. L’inhibiteur de la GGT, l’acivicine, augmente 

légèrement l’activité liante mais l’ABBA, un autre inhibiteur de la GGT, n’a pas d’effet, ce 

qui probablement exclut une implication de la GGT dans ce résultat et indique que 

probablement le TNF! régule lui-même l’activité liante de ses récepteurs. 

 

III. 3. 4. - Analyse du nombre de récepteurs TNFR-1 présents sur les cellules K562 

traitées ou non au TNF!  par cytométrie en flux. 

 

Afin de vérifier si les variations de l’activité liante des récepteurs TNF sont dues à des 

variations du nombre de récepteurs TNF, nous avons effectué une analyse par cytométrie en 

flux en utilisant un AC reconnaissant spécifiquement le récepteur TNFR-1, le récepteur 

principal des récepteurs au TNF (Figure 50). 
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Figure 49 : Etude de la liaison du 
125

I-TNF!  aux cellules K562 traitées ou non au TNF!. 

Les cellules K562 ont été traitées au TNF! pendant 3 (A) et 6 jours (B). Les cellules ont 

ensuite été incubées avec le TNF! marqué radioactivement à l’iode 125 (
125

I-TNF!) et la 

radioactivité, exprimée en coup par minute (cpm), est mesurée. Les trois échantillons suivants 

ont été analysés: des cellules non traitées au TNF!, qui servent de contrôle, des cellules 

traitées au TNF! pendant 3 et 6 jours et des cellules traitées avec des inhibiteurs de la GGT, 

en (A) à l’acivicine et en (B) à l’ABBA. L’échantillon non traité servant de contrôle. ** 

indique p< 0,01 comparé au contrôle et # indique p< 0,05 comparé par rapport à l’échantillon 

traité au TNF!. 

(B) 
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Figure 50 : Analyse du nombre de récepteurs TNFR-1 présents sur les cellules K562 

traitées ou non au TNF!  par cytométrie en flux.  

 

Les cellules K562 traitées au TNF! pendant 6 jours ont été incubées avec un AC anti-TNFR-

1, couplé à un fluorochrome émettant dans le vert, puis analysées. (A) Cellules K562 non 

traitées au TNF!, servant de contrôle. (B) Cellules traitées au TNF! (100 ng/ml, 6 jours). (C) 

Cellules traitées au TNF! et à l’inhibiteur de la GGT, l’ABBA. 
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Le résultat obtenu montre que le nombre de récepteurs est augmenté dans les cellules traitées 

au TNF! pendant 6 jours (Figure 50B), par rapport au témoin (Figure 50A), mais que 

l’inhibiteur de la GGT, l’ABBA, n’intervient pas (Figure 50 C). 

Ce résultat est cohérent avec le résultat de l’activité liante des récepteurs TNF au TNF! 

radioactif obtenu après 6 jours. 

 

III. 3. 5. - Etude de l’affinité du récepteur TNFR-1 pour le TNF!  dans les cellules K562 

traitées ou non au TNF!  par Scatchard plot. 

 

Puisque les résultats précédents montrent que le TNF! augmente l’activité liante ainsi que le 

nombre de récepteurs TNFR-1 dans les cellules K562 après 6 jours, nous avons ensuite vérifié 

si un traitement au TNF! change également l’affinité de liaison du TNFR-1 pour son ligand, 

le TNF! (Figure 51).  

Le résultat obtenu montre une augmentation de l’affinité de liaison du récepteur TNFR-1 pour 

son ligand dans les cellules K562 traitées au TNF! pendant 6 jours par rapport au contrôle. 

Ce résultat n’a malheureusement été obtenu qu’une seule fois. 
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Figure 51 : Analyse de l’affinité du récepteur TNFR-1 pour son ligand TNF!  dans les 

cellules K562 par Scatchard plot . 

 

L’analyse par Scatchard plot a été réalisée avec les cellules K562 non traitées (Contrôle) ou 

traitées au TNF! (TNF) pendant 6 jours. Après le traitement, les cellules ont été lavées et 

incubées avec des concentrations croissantes de TNF! marqué à l’
125

I, puis la radioactivité 

liée à la cellule a été determinée avec un compteur #. Les Scatchard plots, déterminant 

l’affinité de liaison du 
125

I- TNF! pour le récepteur TNFR-1, ont été réalisés avec le logiciel 

GraphPad Prism%. L’échantillon non traité servant de contrôle. 
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III. 4. - Etude de l’effet de la curcumine sur l’expression de 
différents gènes impliqués dans les multiples voies de signalisation 

NF-"B  

 

III. 4. 1. - Etude de l’effet de la curcumine sur l’expression de 84 gènes impliqués dans 

les différentes voies NF-"B par PCR en temps réel. 

 

La curcumine, qui a été utilisée comme inhibiteur du facteur de transcription NF-"B lors de 

nos expériences (Chapitre III.I.), l’inhibe en inactivant le complexe IKK et en bloquant la 

phosphorylation de I"B! et la translocation de p65 (Bharti et al., 2003). Dans la mesure où 

plusieurs voies de signalisation peuvent activer le facteur de transcription NF-"B (Beinke and 

Ley 2004), nous avons voulu étudier si d’autres cibles de la curcumine existent dans les 

différentes voies NF-"B. 

Ainsi nous avons réalisé des expériences de PCR en temps réel en utilisant des amorces 

reconnaissant 84 gènes impliqués dans les différentes voies NF-"B (Figure 52). 

Les résultats obtenus montrent que parmi les 84 gènes activés par le TNF!, 39 sont modulés 

par la curcumine, 29 inhibés et 10 activés (Figures 53 et 54). 

Le gène le plus inhibé par la curcumine est le gène CD40, un récepteur au TNF. Ce gène est 

exprimé avec une valeur de Ct de 25,67 après traitement des cellules au TNF!, mais après co-

traitement TNF! plus curcumine, l’ADNc est retrouvé sous forme de traces avec une valeur 

de Ct de 33.  

Les 11 gènes les plus inhibés de la voie NF-"B par la curcumine sont les gènes CCL2 (-

14,07%), CD40 (-141,83%), IKBKE (-44,67%), IL1A (-8,86%), IL1B (-14,07%), IRAK2 (-

14,07%), NFKB2 (-8,86%), NFKBIA (-14,07%), RELB (-11,17%), TNF (-14,07) et 

TNFSF10 (-28,14%) (Figure 54) et les gènes activés par la curcumine sont AGT (7,22%), 

CASP1 (5,73%), CSF3 (7,22%), FOS (5,73%), IFNG (2,27%), IL10 (28,88%), TICAM2 

(3,61%), TLR2 (9,09%), TLR9 (7,22%) et TNFRSF7 (9,09%) (Figure 55).  
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Figure 52 : Liste des gènes de la famille NF-"B utilisés pour la PCR en temps réel. 
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Symbole    TNF!  + curcumine / Symbole    TNF!  + curcumine / 

du gène               TNF!  du gène               TNF!  
AGT 7,22   LTA -2,22   

AKT1 -1,76   LTBR -1,76   

ATF1 -1,11   MALT1 -1,76   

BCL10 1,14   MAP3K1 -2,22   

BCL3 -4,43   MYD88 -2,22   

BF 1,81   NALP12 1,14   

BIRC2 -3,52   NFKB1 -5,58   

CARD4 -2,22   NFKB2 -8,86   

CASP1 5,73   NFKBIA -14,07   

CASP8 -1,11   PPM1A -1,76   

CCL2 -14,07   RAF1 -2,22   

CD40 -141,83   REL -1,11   

CFLAR -1,76   RELA -1,40   

CHUK -1,40   RELB -11,17   

CSF2 -5,58   RFP2 -1,11   

CSF3 7,22   RHOA -1,40   

SLC44A2 -1,11   RIPK1 -2,22   

EDARADD -1,76   SLC20A1 -1,40   

EDG2 1,43   STAT1 -2,79   

EGR1 1,81   TBK1 -1,40   

ELK1 -1,76   TICAM2 3,61   

F2R -2,22   TLR1 -1,11   

FADD 1,43   TLR2 9,10   

FASLG 1,43   TLR3 -1,76   

FOS 5,73   TLR4 1,14   

GJA1 -2,79   TLR6 -1,11   

HMOX1 5,73   TLR7 2,27   

HTR2B -2,22   TLR8 1,43   

ICAM1 -7,04   TLR9 7,22   

IFNA1 1,14   TMED4 -1,11   

IFNB1 1,14   TNF -14,07   

IFNG 2,27   TNFAIP3 -7,04   

IKBKB -1,76   TNFRSF10A -1,11   

IKBKE -44,67   TNFRSF10B -1,40   

IKBKG -1,40   TNFRSF1A -1,76   

IL10 28,88   TNFRSF7 9,10   

IL1A -8,86   TNFSF10 -28,14   

IL1B -14,07   TNFSF14 -1,11   

IL1R1 1,14   TRADD -1,76   

IL6 -2,22   TICAM1 -3,52   

IL8 -5,58   B2M 1,43   

IRAK1 -1,40   HPRT1 1,14   

IRAK2 -14,07   RPL13A -1,11   

JUN 2,27   GAPDH 1,14   

     ACTB -1,67   

 

Figure 53 : Etude, par PCR en temps réel, de l’effet de la curcumine sur différents gènes 

des voies NF-"B, activés par le TNF! , dans les cellules K562. 

Le tableau montre les 89 gènes étudiés par PCR en temps réel (84 gènes NF-"B et 5 gènes 

contrôles). Les résultats sont représentés en divisant les valeurs de Ct des cellules traitées au 

TNF! plus curcumine par les valeurs de Ct des cellules traitées au TNF!. Les valeurs 

colorées en rouge et bleu sont significatives (p<0,05) et indiquent soit une activation par la 

curcumine (en rouge), soit une inhibition par la curcumine (en bleu). 
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Nom du gène Symbole 
Taux 

d’inhibition 
Test de 
Student Ct  Ct 

    (%) probabilité 

(TNF! + 

curcumine) (TNF!) 
GDCF-2/GDCF-2 HC11 CCL2 -14,07 0,0021 29,67 25,67 
Bp50/CDW40 CD40 -141,83 0,0001 33 25,67 
IKK-i/IKKE IKBKE -44,67 0,0029 29,67 24 
IL-1A/IL1 IL1A -8,86 0,0009 28,67 25,33 
IL-1/IL1-BETA IL1B -14,07 0,0041 30,33 26,33 
IRAK-2 IRAK2 -14,07 0,0024 27 23 
LYT-10/LYT10 NFKB2 -8,86 0,0247 25,67 22,33 
IKBA/MAD-3 NFKBIA -14,07 0,0024 25 21 
I-REL RELB -11,17 0,0298 28,67 25 
DIF/TNF-alpha TNF -14,07 0,0159 30 26 
APO2L/Apo-2L TNFSF10 -28,14 0,026 28,33 23,33 

 
 
 
 

 

 

Figure 54 : Illustration du taux d’inhibition de différents gènes des voies NF-"B par la 

curcumine. 

(A) Le tableau montre le nom et le symbole des 11 gènes des voies NF-"B, les plus inhibés 

par la curcumine, ainsi que leur taux d’inhibition (%), leurs valeurs Ct et le test de Student. 

(B) Histogramme représentant le taux d’inhibition de 11 gènes des voies NF-"B par la 

curcumine. 

(A) 

(B) 
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nom du gène symbole 
Taux 

d’activation  
Test de 
Student Ct  Ct  

    (%) probabilité 

(TNF! + 

curcumine) (TNF!) 

ANHU/SERPINA8 AGT 7,22 0,0001 15,77 18,62 
ICE/IL1BC CASP1 5,73 0,0163 16,10 18,62 
G-CSF/GCSF CSF3 7,22 0,0160 13,77 16,62 
c-fos FOS 5,73 0,0072 7,43 9,95 
IFG/IFI IFNG 2,27 0,0025 17,77 18,95 
CSIF/IL-10 IL10 28,88 0,0012 13,10 17,95 
TICAM-2/TIRAP3 TICAM2 3,61 0,0133 7,43 9,29 
TIL4 TLR2 9,09 0,0038 13,10 16,29 
TLR9 TLR9 7,22 0,0001 12,77 15,62 
CD27/S152 TNFRSF7 9,09 0,0001 15,77 18,95 

 
 

 

 

 

Figure 55 : Illustration du taux d’activation de différents gènes des voies NF-"B par la 

curcumine. 

(A) Le tableau résume les 10 gènes des voies NF-"B activés par la curcumine, ainsi que leur 

taux d’activation, leurs valeurs Ct et le test de Student. (B) Histogramme représentant le taux 

d’activation de 10 gènes des voies NF-"B par la curcumine. 

(B) 

(A) 
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III. 4. 2. - Etude de l’effet du TNF! et de la curcumine sur l’expression des protéines 

CD40, p50, RelB, I"B! et IL-10 par WB. 

 

Afin de confirmer les résultats de PCR obtenus pour les gènes CD40, p50 (ou NFKB1), RelB, 

I"B! (ou NFKBIA) et IL-10 au niveau protéique, nous avons réalisé des WB avec les AC 

ciblant les protéines CD40, p50, RelB, I"B! et IL-10 (Figure 56). Les résultats obtenus 

montrent que la protéine CD40 est induite avec un traitement au TNF! (20 ng/ml, 6h), 

comparé au contrôle non traité, et que cette induction disparaît lorsque la curcumine est 

ajoutée au TNF!. La curcumine seule n’a pas d’effet. Le traitement au TNF! induit 

également les protéines p50 et RelB et cette induction disparaît de nouveau lorsque la 

curcumine est ajoutée au TNF!. La curcumine seule n’a pas d’effet sur la protéine RelB alors 

qu’elle diminue légèrement la protéine p50. La protéine I"B! est également légèrement 

diminuée avec la curcumine seule et disparaît complètement avec le traitement TNF! plus 

curcumine. Le TNF! seul n’a pas d’effet. L’IL-10, par contre, est induite avec le traitement 

TNF! plus curcumine mais ne change pas avec le TNF! seul et la curcumine seule. 

En conclusion, les résultats obtenus par WB confirment les résultats obtenus par PCR en 

temps réel pour ces gènes. 

 

III. 4. 3. - Etude de l’effet du TNF!  et de la curcumine sur la sécrétion de l’IL-8 par les 

cellules K562. 

 

Un autre gène inhibé par la curcumine est le gène codant pour l’IL-8. Afin de confirmer cet 

effet inhibiteur sur la protéine IL-8, nous avons mesuré la sécrétion de l’IL-8 par les cellules 

K562 traitées ou non au TNF! seul, à la curcumine seule et traitées au TNF! plus curcumine 

(Figure 57). Le résultat obtenu montre une induction de la sécrétion d’IL-8 après traitement 

au TNF!, pas de variation avec la curcumine seule mais une disparition de l’induction 

obtenue avec le TNF! lorsque la curcumine est ajoutée au préalable. Ce résultat confirme le 

résultat obtenu par PCR en temps réel. 



 

 - 122 - 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 56 : Etude de l’effet du TNF!  et de la curcumine sur les protéines CD40, p50, 

RelB, I"B! , cFos et IL-10.  

Les protéines totales des cellules K562 traitées au TNF! (20 ng/ml, 6h) (+ TNF!), à la 

curcumine (20!M, 2h) (+ curcumine), au TNF! plus curcumine (8h) (+TNF!+curcumine) ou 

non traitées (contrôle) ont été extraites et analysées par WB en utilisant les AC CD40, p50, 

RelB, I"B!, cFos, IL-10 et l’AC anti-$-actine comme contrôle interne. L’échantillon non 

traité servant de contrôle. 
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Figure 57 : Etude de l’effet du TNF!  et de la curcumine sur la sécrétion de l’IL-8 par 

les cellules K562.  

La concentration de l’IL-8 sécrétée par les cellules K562, traitées au TNF! (20 ng/ml, 6h) (+ 

TNF!), à la curcumine (20!M, 2h) (+ curcumine), au TNF! plus curcumine (8h) 

(+TNF!+curcumine) ou non traitées (contrôle) a été mesurée par un test ELISA. 

L’échantillon non traité servant de contrôle. ** indique p<0,01 comparé au contrôle et ## 

indique p<0,01 comparé par rapport à l’échantillon traité au TNF!. 
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IV. - Discussion 
 

IV. 1. - Le TNF! induit l’expression de la #-glutamyltransférase via 

NF-"B en coopération avec Sp1 

 

De nombreux gènes inductibles par le stress oxydant ou par certains médicaments 

anticancéreux sont régulés par les facteurs de transcription NF-"B.  

Afin de déterminer si la GGT, une enzyme impliquée dans la résistance des cellules aux 

médicaments anticancéreux, est également régulée par NF-"B, nous avons étudié sa 

régulation par deux agents connus pour activer le facteur de transcription NF-"B, le TPA et le 

TNF!.  

L’expression du gène codant pour la GGT humaine est contrôlée par plusieurs promoteurs 

(Daubeuf et al., 2001 ; Visvikis et al., 2001). De ce fait, plusieurs ARNm sont issus du même 

gène. Ces ARNm diffèrent dans leur partie 5’NT, mais contiennent tous le même cadre de 

lecture et sont désignés comme ARNm de type A, B et C.  

Pour notre travail, nous avons choisi d’étudier plus en détail la régulation du promoteur C de 

la GGT, puisque la régulation de ce promoteur est encore en partie inconnue et l’analyse 

informatique de sa séquence a révélé la présence de 2 sites de fixation pour le facteur NF-"B. 

En effet, le traitement au TNF!, ##conduit à une augmentation de l’activité promotrice ainsi 

qu’à une augmentation de l’expression de l’ARNm de type C. Le même résultat a été obtenu 

pour le promoteur B et les ARNm de type A et B. Le TPA n’a pas d’effet sur les deux 

promoteurs. 

Ces premiers résultats montrent donc que l’expression de la GGT est induite par cette 

cytokine TNF! dans les cellules K562.  

Daubeuf et al., ont confirmé l’augmentation des ARNm de type A par le TNF! dans les 

cellules HepG2 (Daubeuf et al., 2001) et Bouman et al., ont détecté une augmentation de 

l’expression de l’ARNm de type A par d’autres cytokines, l’IFN-! et l’IFN-$ (Bouman et al., 

2002). L’expression des ARNm de type B et C n’est augmentée qu’avec le traitement à l’IFN-

$.  
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La curcumine, un composé naturel connu pour ses propriétés anti-inflammatoires (Menon and 

Sudheer 2007), a pu empêcher l’induction par le TNF! au niveau du promoteur ainsi qu’au 

niveau de l’expression des trois ARNm de la GGT dans les cellules K562.  

Etant donné que la curcumine est connue comme étant un inhibiteur du facteur de 

transcription NF-"B (Aggarwal et al., 2006 ; Singh and Aggarwal 1995), nous avons alors 

émis une première hypothèse selon laquelle la voie de signalisation NF-"B est impliquée dans 

la régulation de la GGT par le TNF!.  

Afin de prouver cette hypothèse, nous avons réalisé des expériences avec des siRNA dirigés 

contre les sous-unités les plus représentées de NF-"B, la sous-unité p50 et la sous-unité p65 et 

les résultats obtenus montrent qu’effectivement les facteurs de transcription NF-"B sont 

directement ou indirectement responsables de l’induction de la GGT après traitement des 

cellules K562 au TNF!.  

D’autres équipes ont confirmé l’implication de NF-"B dans la régulation de l’expression 

d’autres protéines du métabolisme du GSH. En effet, Morales et al. ont démontré que 

l’induction de l’expression de l’ARNm #GCS par le TNF! est également médiée par le 

facteur de transcription NF-"B (Morales et al., 1997) et Duvoix et al, ainsi que d’autres 

équipes confirment l’importance de ce facteur de transcription dans la régulation de 

l’expression de la GSTP1-1, une autre protéine impliquée dans le cycle du GSH (Duvoix et 

al., 2003 ; Morceau et al., 2004). 

Yang et al., quant à eux, ont montré l’implication directe de NF-"B dans la régulation du 

promoteur de la sous-unité catalytique de la %GCL (GCLC), alors que le promoteur de la 

sous-unité « modifiée » de la %GCL (GCLM), ainsi que le promoteur de la GS sont 

indirectement régulés via NF-"B (Yang et al., 2005). Il est donc fortement probable que les 

enzymes du métabolisme du GSH soient régulées en partie par les mêmes mécanismes. 

 

Les protéines impliquées dans la régulation de la GGT en amont des facteurs de transcription 

NF-"B ont été déterminées en surexprimant des protéines de la voie de signalisation NF-"B 

canonique dans les cellules K562. Les résultats ont montré que les protéines TRAF2, TRADD 

ainsi que la protéine p65, ont stimulé l'activité du promoteur C, alors que l'inhibiteur de NF-

"B, l’I"B!, l’a diminuée. La voie canonique est activée par les cytokines pro-inflammatoires, 

ainsi qu’en réponse à des infections microbiennes ou virales (Ghosh and Karin 2002). 

TRADD est une protéine adaptatrice qui interagit avec le récepteur au TNF!, le TNFR-1 

(Hsu et al., 1995), ainsi qu’avec une autre protéine adaptatrice, TRAF2 (Hsu et al., 1996b). 
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Lorsque la voie NF-"B est activée, le complexe IKK, composé des deux sous-unités 

catalytiques (IKK! et IKK$) (Roff et al., 1996 ; Sakurai et al., 2003) ainsi que de la protéine 

d'échafaudage IKK# ou NEMO (Yamaoka et al., 1998), est recruté par les protéines 

adaptatrices pour phosphoryler l’I"B!. L’I"B! phosphorylé va alors être dégradé par le 

protéasome et par conséquent les facteurs de transcription NF-"B sont libérés et peuvent 

activer des gènes.  

La forme dominante négative utilisée pour nos expériences ne peut être phosphorylée et donc 

pas dégradée, ce qui explique l’effet négatif de ce plasmide sur l’activité promotrice de la 

GGT.  

L’implication de la voie NF-"B canonique a également été démontrée dans la régulation de 

l’expression de la GSTP1-1 (Morceau et al., 2004).  

 

Puisque la voie NF-"B est donc impliquée dans la régulation du promoteur C de la GGT dans 

les cellules K562, nous avons ensuite voulu déterminer la séquence sur l’ADN qui lie les 

facteurs de transcription activés par cette voie. Les 2 sites NF-"B putatifs, détectés par 

Matinspector dans la séquence du promoteur C de la GGT, ne sont cependant 

malheureusement pas fonctionnels dans les cellules K562. Afin de déterminer quelle 

séquence est alors responsable de l’induction du promoteur C de la GGT par la voie NF-"B, 

nous avons muté systématiquement le promoteur C par séquence de 10 pb.  

 

Finalement des expériences par gel retard ont confirmé la liaison de la protéine p50 NF-"B 

sur une séquence située de -111 à -123 pb par rapport au site d’initiation, qui est responsable 

de l’activité de base ainsi que de l’induction du promoteur C de la GGT par le TNF!.  

La nature de la deuxième protéine, également capable de se lier sur cette séquence, est encore 

inconnue. Il pourrait s’agir d’un membre de la famille des facteurs de transcription ETS 

puisqu’une analyse par Matinspector de cette séquence a également mis en évidence un motif 

correspondant à un facteur de transcription ETS. De plus, la co-transfection avec des 

membres de cette famille a démontré un rôle de ces facteurs dans la régulation de la GGT par 

le TNF! dans les cellules K562.  

Il reste cependant à déterminer si la protéine PEA, qui a le meilleur effet des trois protéines 

ETS testées, est effectivement capable de se lier à cette séquence. Dans ce cas, une 

compétition pour cette séquence est probable : la protéine NF-"B jouant un rôle d’inducteur 

du promoteur C de la GGT et la protéine ETS exerçant plutôt un rôle de répresseur.  
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Un autre facteur de transcription jouant un rôle dans l’activité promotrice de la GGT dans les 

cellules K562 est la protéine Sp1. La mutagenèse systématique du promoteur C de la GGT a 

détecté des séquences dans le promoteur C de la GGT, qui ne présentent plus d’activité 

transcriptionnelle, lorsqu’elles sont mutées. Ces séquences correspondent à des sites Sp1. Un 

site de liaison Sp1 a également été démontré dans le promoteur 2 de la GGT de rats 

(Mikkelsen et al., 2002a).  

Une analyse in vivo confirme que les deux facteurs de transcription p50 NF-"B et Sp1 sont 

responsables de l'activité de base du promoteur C de la GGT. Le facteur de transcription Sp1 

a pourtant besoin de la protéine p50 NF-"B pour recruter l'ARN polymérase II et ainsi 

stimuler la transcription du promoteur C de la GGT.  

Une coopération entre NF-"B et Sp1 pour l'assemblage d'un complexe de transactivation 

fonctionnel est bien connue (Ainbinder et al., 2002 ; Granero et al., 2005 ; Ueda et al., 1994 ; 

Wang, T. et al., 2001 ; Yao et al., 2007 ; Zhu et al., 2007).  

 

Alors que les résultats obtenus avec les siRNA contre la protéine p65 NF-"B supposent une 

implication de cette protéine dans l’induction de la GGT par le TNF!, l’analyse in vivo de 

l’activité promotrice de la GGT ne peut pas confirmer une telle implication au niveau ADN. 

La protéine p65 semble être impliquée dans l’activité de base du promoteur C de la GGT mais 

ne joue pas de rôle après traitement au TNF!. Nous supposons donc que la protéine p65 NF-

"B joue plutôt un rôle indirect dans la stimulation de la GGT par le TNF! dans les cellules 

K562. En fait, il est connu que le dimère p50/p65 régule l'expression de la protéine p50 elle-

même, de la protéine I"B!, ainsi que de la protéine TRAF2 (Haskill et al., 1991 ; Ten et al., 

1992 ; Wang, C. Y. et al., 1998), trois protéines connues pour jouer un rôle dans la régulation 

de la GGT. L’inhibition de la protéine p65 par siRNA pourrait donc diminuer l'expression de 

ces trois protéines et ainsi réduire l’activité transcriptionnelle du promoteur C de la GGT. 

 

Vu que le mécanisme moléculaire responsable de l’induction de la GGT par le TNF! a 

uniquement été démontré dans les cellules leucémiques myéloïdes chroniques K562, nous 

avons voulu déterminer si ce mécanisme peut également être envisageable dans d’autres 

lignées cancéreuses. Les résultats des WB, effectués avec 12 lignées cellulaires différentes, 

montrent cependant que seule la lignée Meg01 répond de la même façon au TNF! que les 

cellules K562. Cette lignée a également été établie à partir d’une leucémie myéloïde 
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chronique. Cet effet inducteur du TNF! sur la GGT est donc probablement spécifique de la 

leucémie myéloïde chronique.  

 

IV. 2. - Le TNF! induit l’activité enzymatique de la #-glutamyl-

transférase et la dirige dans des domaines constitués d’actine dans 

les cellules K562 

 

Vu que la GGT est une enzyme dont le rôle est de catalyser le transfert des groupements #-

glutamyl d’un donneur vers un accepteur, nous avons ensuite vérifié si le TNF! induit 

également l’activité enzymatique de la GGT. La GGT, fortement glycosylée (Meister et al., 

1981), est composée de deux sous-unités issues d’un précurseur qui est clivé 

protéolytiquement dans le réticulum endoplasmique. A cause de cette maturation complexe de 

la GGT, nous avons choisi des traitements au TNF! plus longs. Effectivement, nous 

n’observons une induction significative de l’activité enzymatique de la GGT qu’à partir de 3 

jours. Ces résultats sont confirmés par les résultats de Ruedig et al,. qui observent également 

une induction de l’activité GGT après 3 jours de traitement au TNF!. (Ruedig and Dringen 

2004). D’autres cytokines, l’IFN-! et l’IFN-$ (Bouman et al., 2002) ainsi que l'IL-1$ 

(Meroni et al., 2000) augmentent également l’activité enzymatique de la GGT après 3 jours. 

Les auteurs suggèrent que l’induction de l’activité enzymatique de la GGT par l'IL-1$ soit 

partiellement médiée par NF-"B. 

 

L’induction de l’expression et de l’activité de la GGT par le TNF! peut avoir plusieurs 

significations biologiques importantes. Le TNF! peut induire l’expression de la GGT pour se 

défendre contre un stress oxydant (Liu et al., 1996b), ou peut induire la synthèse des 

leukotriènes et donc médier l'inflammation. De plus, la stimulation de la GGT par le TNF! 

pourrait prolonger l'activation de NF-"B dans les cellules, puisque la GGT elle-même est 

capable de promouvoir l’activation de NF-"B ainsi que sa translocation nucléaire (Dominici 

et al., 2003). 

 

Par ailleurs, Karp et al., ont montré que le clivage du GSH par la GGT et par conséquent la 

réutilisation par la cellule de la Cys libérée permettent à celle-ci de maintenir des niveaux 

faibles d’ERO intracellulaires et donc d’empêcher l’apoptose des cellules Ramos B induites 
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par le stress oxydant (Karp et al., 2001). En plus, Carlisle et al. ajoutent que la GGT peut 

moduler l’apoptose en altérant l’activité de NF-"B (Carlisle et al., 2003).  

Il est donc possible que l’induction de l’expression de la GGT fasse partie des multiples 

mécanismes conduisant à la survie cellulaire.  

Par contre, l’induction de la GGT peut également jouer le rôle opposé comme signal de 

survie, puisque les niveaux faibles d’H2O2 résultant de l’activité de la GGT peuvent maintenir 

la prolifération cellulaire et protéger les cellules contre l’apoptose, probablement à travers une 

induction de l’activité de la PARP (del Bello et al., 1999). Des études supplémentaires sont 

donc nécessaires pour clarifier ces résultats contrastés. 

 

Une deuxième raison pour le long délai entre l’induction de la synthèse et l’induction de 

l’activité enzymatique de la GGT, pourrait être lié au fait que le traitement au TNF! induit un 

stress au réticulum endoplasmique dans les cellules K562. Ce stress pourrait ralentir la 

maturation de la GGT et donc son transfert vers la membrane plasmique. 

Une analyse par microscopie de la GGT a révélé qu’à partir de 3 jours de traitement au 

TNF!, le TNF! dirige la GGT à des endroits particuliers de la cellule. Ces endroits sont des 

domaines constitués d’actine et sont naturellement présents dans les cellules K562. Cette 

induction de la GGT dans ces domaines est liée à l’induction de l’activité enzymatique de la 

GGT, puisque les deux résultats sont obtenus après les mêmes temps de traitement, ce qui 

peut donc avoir une signification physiologique. Il est probable que la GGT se localise dans 

ce domaine pour exercer son activité. Afin de confirmer cette hypothèse, des expériences 

supplémentaires sont évidemment nécessaires.  

 

Une observation similaire a notamment été publiée pour la protéine TRADD. La protéine 

TRADD est recrutée dans des domaines semblables au niveau de la membrane plasmique 

après traitement des cellules au TNF!. Ces domaines contiennent également une autre 

protéine, le récepteur TNFR-1 (Jones et al., 1999). En effet, la protéine TNFR-1 est localisée 

dans des radeaux lipidiques (ou “lipid raft” en anglais) à la surface cellulaire (Cottin et al., 

2002) (nos résultats, figure 23). On peut donc envisager que ces radeaux lipidiques 

contiennent également la GGT. Des expériences de co-localisation sont évidemment 

nécessaires pour confirmer cette hypothèse. 
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IV. 3. - Etude préliminaire d’une boucle physiologique TNF!&#-

glutamyltransférase&TNFR-1 dans les cellules K562 

 

La GGT peut produire des ERO, en particulier le peroxyde d’hydrogène (H2O2), en présence 

de fer et d’oxygène lors du catabolisme du glutathion. Dominici et al. suggèrent que les 

changements redox issus de cet effet prooxydant de la GGT peuvent affecter la structure d’un 

récepteur avec d’éventuelles conséquences sur sa conformation et sa fonctionnalité. D’autres 

équipes ajoutent que les altérations redox peuvent diminuer l’expression du TNFR-1 au 

niveau de la membrane plasmique et induire le relarguage des récepteurs dans le milieu (Hino 

et al., 1999 ; Zhang, Z. et al., 2001). 

 

Afin de déterminer si une production d’ERO peut également être observée dans les cellules 

K562, traitées ou non au TNF!, nous avons mesuré la production d’H2O2 dans les cellules 

K562 pendant 3 et 6 jours. Après 3 jours de traitement, nous ne pouvons pas observer une 

production d’H2O2, ce qui est probablement lié à la faible activité de la GGT, mais après 6 

jours une légère production d’H2O2 ainsi qu’une légère oxydation des thiols des protéines de 

surface ont pu être observées. Des expériences supplémentaires sont cependant nécessaires 

pour confirmer ces résultats. 

Les études sur la capacité de liaison du récepteur TNFR-1 et de son ligand ont montré 

qu’après 3 jours de traitement au TNF!, la capacité de liaison diminue, alors qu’après 6 jours 

de traitement, la capacité de liaison ainsi que l’affinité du récepteur pour son ligand 

augmentent. La GGT n’est pourtant pas impliquée dans ce processus.  

Une analyse du nombre de récepteurs TNFR-1 après 6 jours a montré que l’augmentation de 

la capacité de liaison pouvait être due à une augmentation du nombre de récepteurs TNFR-1. 

Ces résultats supposent donc que le TNF! régule lui-même le nombre de ses récepteurs. Cette 

hypothèse a été confirmée dans les kératinocytes humains (Trefzer et al., 1993).  

La régulation d’un récepteur par son ligand a également été observée pour d’autres cytokines, 

comme l’IL-6 (Bauer et al., 1989) (Zohlnhofer et al., 1992). 

De plus, les résultats laissent supposer que cette régulation varie avec le temps de traitement, 

puisqu’une diminution de la capacité de liaison a été observée après 3 jours alors qu’après 6 

jours une augmentation a été observée. Nous pouvons donc parler d’une modulation 

biphasique du TNFR-1 par le TNF! dans les cellules K562.  
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En effet, cette modulation biphasique a été observée par d’autres équipes (Trefzer et al., 

1993). Le TNF! réduit d’abord l’expression du récepteur TNFR-1, puis l’augmente. Trefzer 

et al. ajoutent que cette modulation biphasique peut également être observée au niveau de 

l’ARNm du récepteur TNFR-1. Les auteurs supposent que la diminution de l’expression du 

TNFR-1 peut être due soit à un relarguage des récepteurs dans le milieu soit à une 

internalisation des récepteurs TNFR-1 dans le cytoplasme (Porteu and Nathan 1990 ; Trefzer 

et al., 1993). Ils ajoutent que l’augmentation est plutôt due à une synthèse de novo qu’à un 

recyclage des récepteurs.  

 

Ces résultats préliminaires ainsi que les résultats obtenus avec le TNF! et la GGT permettent 

de proposer une boucle physiologique impliquant le TNF!, la GGT et le récepteur TNFR-1 

(Figure 58). Le TNF! stimule la synthèse des ARNm, des protéines et de l’activité de la GGT 

et les ERO produits au cours du catabolisme du glutathion par la GGT altèrent l’affinité du 

récepteur TNFR-1 pour le TNF!, fermant ainsi la boucle physiologique. Des expériences 

supplémentaires sont évidemment nécessaires pour confirmer cette hypothèse. 

 

IV. 4. - Détermination de nouvelles cibles de la curcumine dans les 

voies NF-!B. 

 

Dans une autre partie de cette thèse, nous avons étudié l'effet de la curcumine sur 84 gènes 

impliqués dans les voies de signalisation NF-"B dans les cellules K562. Parmi les 84 gènes 

étudiés, 10 sont induits et 29 sont réduits par le pré-traitement à la curcumine. 

Les résultats des PCR en temps réel et les résultats des WB montrent que la cytokine anti-

inflammatoire IL-10 est fortement induite par la curcumine. Ceci est cohérent avec le rôle 

anti-inflammatoire joué par la curcumine et a également été confirmé par Fahey et al. (Fahey 

et al., 2007). D'autre part, nos résultats montrent que les récepteurs Toll-like (TLR) 2 (TLR2) 

et 9 (TLR9) sont induits par le pré-traitement à la curcumine. Les TLR sont une classe de 

récepteurs qui activent les réponses immunitaires cellulaires suivant l'activation par des 

ligands d'origine microbienne. Ces résultats sont en contraste avec d'autres études, dans 

lesquelles la curcumine inhibe l’expression de l'ARNm du TLR2 induite par le LPS 

(Matsuguchi et al., 2000). Des études supplémentaires sont donc nécessaires pour clarifier ces 

résultats contrastés.  
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Figure 58 : Schéma montrant la boucle physiologique « TNF!  &  GGT & TNFR-1 ». 

Lorsque les cellules K562 sont traitées au TNF!, celui-ci se lie sur son récepteur TNFR-1 et 

déclenche la voie de signalisation NF-"B. Les facteurs de transcription NF-"B et Sp1 ainsi 

que l’ARN polymérase II se fixent sur le promoteur C de la GGT et induisent une 

augmentation du nombre d’ARNm de la GGT ainsi qu’une augmentation du nombre de 

protéines. La GGT est ensuite clivée, glycosylée et transportée vers la membrane cellulaire où 

elle joue son rôle de métaboliseur du GSH avec une activité accrue due au TNF!.  

L’hydrolyse du glutathion par la GGT, stimulée par le TNF!, libère des espèces réactives de 

l’oxygène (ERO), capables d’oxyder certaines protéines de surface dont le récepteur TNFR-1. 

L’oxydation du TNFR-1 augmente son affinité pour son ligand, le TNF!, ce qui ferme la 

boucle physiologique impliquant le TNF! et la GGT. 
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Un autre gène induit par le pré-traitement à la curcumine est la caspase 1 (CASP1). La 

caspase 1 est une enzyme qui clive d'autres protéines, comme le précurseur des cytokines 

inflammatoires IL-1$ et IL-18 en des peptides actifs matures (Thornberry et al., 1992). Elle 

induit également l'apoptose. L’induction de la caspase 1 avec la curcumine est cohérente avec 

le rôle pro-apoptotique joué par la curcumine. Nos résultats de l’induction de l'IFN% (IFNG) 

par la curcumine ont également été confirmés par d’autres études (Gertsch et al., 2003). C’est 

cependant la première fois qu’une stimulation des gènes AGT, CSF3, TICAM2 et TNFRSF7 

a été observée avec la curcumine. 

 

D'autre part, le pré-traitement à la curcumine réduit l'expression de 29 gènes NF-"B. 

En effet, nos résultats montrent que la curcumine inhibe l'expression du gène de la 

« chemokine ligand 2 » (CCL2), qui est également connu sous le nom de « monocyte 

chemoattractant protein-1 » (MCP-1). Cette inhibition a été confirmée par Watanabe et al., 

qui ont montré que la curcumine inhibe l’expression de la protéine MCP-1 induite par le LPS 

dans les fibroblastes gingivales humaines (Watanabe et al., 1996). 

Le gène le plus inhibé par la curcumine est le gène CD40, un membre de la superfamille des 

récepteurs au TNF. Cette inhibition a été confirmée par WB. C'est la première fois qu'une 

modulation de CD40 a été observée avec un pré-traitement à la curcumine. 

En outre, nous avons constaté que la cytokine CSF2, qui est également connue sous le nom de 

« granulocyte macrophage colony stimulating factor » (GM-CSF), est inhibée par un pré-

traitement à la curcumine. Celà a également été observé par Gertsch et al., qui ont constaté 

que la curcumine diminue l'expression des ARNm de GM-CSF induits par le TPA (Gertsch et 

al., 2003). 

Nos résultats de l'inhibition de la molécule d'adhésion intercellulaire 1 (ICAM1) et de la 

diminution de l’ARNm de l'IL-8, ainsi que la diminution de la sécrétion de l'IL-8 par les 

cellules K562 ont également été confirmés par d'autres équipes. Jobin et al. ont montré que le 

traitement à la curcumine réprime l’expression des gènes ICAM-1 et IL-8 médiée par l'IL-1$ 

dans les cellules CEI-6, HT-29 et Caco-2 (Jobin et al., 1999). Ils ajoutent que ces effets sont 

le résultat de la suppression de l’activation de NF-"B. 

Précédemment, notre laboratoire a publié que la curcumine peut empêcher la transcription des 

protéines STAT1 (signal transducer and activator of transcription) et STAT2 induite par 

l'IFN-$ et l'IFN-%, ainsi que la phosphorylation de STAT1 et STAT3 dans les cellules K562 
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(Blasius et al., 2006). Dans cette thèse, nous montrons que la curcumine réduit l’expression 

de STAT1 dans cette même lignée cellulaire. 

 

Il est bien connu que la curcumine peut inhiber l’expression du gène p50 (NFKB1) induite par 

le TNF! (Singh and Aggarwal 1995), ainsi que l’expression des gènes TNF! et IL-1 induite 

par le LPS (Lantz et al., 2005 ; Lee, J. J. et al., 2003), mais c'est la première fois qu'une 

modulation de l'expression des ARNm de CARD4, F2R, MALT1, PPM1A et TNFAIP3, ainsi 

que de RelB au niveau ARN et protéine a été observée. 

 

De façon intéressante, quelques-uns des ARNm induits avec le pré-traitement à la curcumine 

(AGT (Brasier et al., 1990), CSF3 (Nishizawa and Nagata 1990), FOS (Li et al., 2004), IFNG 

(Sica et al., 1992), IL10 (Cao et al., 2006), TLR2 (Wang, T. et al., 2001) et TLR9 (Takeshita 

et al., 2004)) ou diminués avec le pré-traitement à la curcumine (CCL2 (Ueda et al., 1994), 

CD40 (Hinz et al., 2001), CSF2 (Schreck and Baeuerle 1990), IL1A (Mori and Prager 1996), 

IL1B (Hiscott et al., 1993), IL6 (Libermann and Baltimore 1990), IL8 (Kunsch and Rosen 

1993), NFKB1 (Ten et al., 1992), NFKB2 (Lombardi et al., 1995), NFKBIA (Haskill et al., 

1991), RELB (Bren et al., 2001), TNF (Shakhov et al., 1990), TNFAIP3 (Krikos et al., 1992), 

TNFSF10 (Baetu et al., 2001) et TICAM1 (Hardy et al., 2004)) sont régulés par NF-"B lui-

même.  

Celà suggère que la plupart des gènes impliqués dans les différentes voies de signalisation 

NF-"B sont régulés par les facteurs de transcription NF-"B.  

Dans l'ensemble, nos résultats mettent en évidence de nouvelles cibles de la curcumine dans 

les différentes voies de signalisation NF-"B, ce qui peut être utile pour mieux comprendre le 

rôle joué par ce composé naturel dans diverses maladies. 
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V. - Conclusion et Perspectives 
 

V. 1. - Conclusion  
 

L’ensemble de nos études effectuées sur la GGT dans les cellules K562, nous permet de 

proposer un modèle de régulation de la GGT (Figure 59). Le TNF! se lie sur son récepteur 

TNFR-1 et déclenche la voie de signalisation NF-"B. Les facteurs de transcription p50 NF-

"B et Sp1, ainsi que l’ARN ploymérase II, se fixent sur le promoteur C de la GGT et 

induisent une augmentation du nombre d’ARNm de la GGT ainsi qu’une augmentation du 

nombre de protéines. La GGT est ensuite clivée, glycosylée et transportée vers la membrane 

cellulaire où elle joue son rôle de métaboliseur du GSH avec une activité accrue grâce au 

TNF!.  

D’une manière intéressante, nos expériences visant à inhiber cette voie de régulation 

confortent notre modèle. En effet, l’inhibition de la fixation du TNF! à son récepteur par 

l’utilisation d’un AC anti-TNF!, l’inhibition du complexe IKK par la curcumine et la 

diminution de l’expression des protéines p50 et p65 par des siRNA spécifiques conduisent à 

une inhibition de l’induction du promoteur C par le TNF!. 

 

V. 2. - Perspectives 
 

Bien que l’observation de la GGT par microscopie indique une concentration de la GGT dans 

des microdomaines ou des radeaux lipidiques (« lipid rafts ») après traitement des cellules 

K562 au TNF!, des expériences supplémentaires sont nécessaires pour confirmer cette 

hypothèse. 

!  Premièrement, il est important de confirmer que la concentration de la GGT à des 

endroits particuliers de la cellule après traitement au TNF! se situe bien au niveau de 

la surface cellulaire. 

!  Deuxièmement, il faudrait vérifier si la GGT se localise dans des microdomaines ou 

dans des radeaux lipidiques en utilisant des marqueurs spécifiques. 

!  Troisièmement, il est intéressant de vérifier par co-localisation si la GGT se localise 

au même endroit de la cellule que le récepteur TNFR-1. 
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Figure 59 : Schéma résumant les résultats obtenus pour la #-glutamyltransférase après 

traitement des cellules K562 au TNF!.  

 
Le TNF! se lie sur son récepteur TNFR-1 et déclenche la voie de signalisation NF-"B. Les 

facteurs de transcription p50 NF-"B et Sp1, ainsi que l’ARN ploymérase II, se fixent sur le 

promoteur C de la GGT et induisent une augmentation du nombre d’ARNm de la GGT ainsi 

qu’une augmentation du nombre de protéines. La GGT est ensuite clivée, glycosylée et 

transportée vers la membrane cellulaire où elle joue son rôle de métaboliseur du GSH avec 

une activité accrue due au TNF!.  
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Deuxièmement, dans la mesure où nos résultats nous permettent de proposer un modèle d’une 

boucle physiologique impliquant le TNF!, la GGT et le TNFR-1 dans les cellules K562, il 

faudra confirmer certains résultats obtenus : 

 

• En premier lieu, il est important de confirmer les résultats de la production d’H2O2 

dans les cellules K562 ainsi que les résultats des WB avec l’IAB. En plus, il serait 

essentiel de vérifier le rôle de la GGT, en l’inhibant, dans les phénomènes redox.  

 

• Ensuite, il est nécessaire de confirmer le résultat obtenu par Scatchard plot et d’utiliser 

un inhibiteur de la GGT afin de déterminer son implication dans l’augmentation de 

l’affinité du récepteur TNFR-1.   

 

Finalement, à plus long terme, nous envisageons d’approfondir notre étude sur la régulation 

du promoteur B de la GGT afin de vérifier si le promoteur B est également régulé par la voie 

NF-"B et de déterminer les sites responsables de l’induction de ce promoteur par le TNF!.  

De plus, nous envisageons d’identifier le promoteur contrôlant la transcription de l’ARNm de 

type A, qui est complètement inconnu jusqu’à présent.  

L’ensemble de ces études nous permettront donc de mieux connaître les mécanismes 

moléculaires responsables de la régulation transcriptionnelle du gène de la GGT humaine. 
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Résumé 

La #-glutamyltransférase (GGT) est une enzyme membranaire qui catalyse l’hydrolyse du 

glutathion, le principal antioxydant cellulaire. Cette enzyme est surexprimée dans de 

nombreux cancers (p.ex. leucémies) et appartient à une famille multigénique d’au moins 

treize gènes. Le gène I, qui code pour la protéine active, est exprimé en trois ARNm (A, B et 

C), montrant tous la même phase de lecture ouverte mais différant dans leur région 5’ non 

traduite. A côté de l’implication de la GGT dans le développement des cancers, elle intervient 

également dans l’acquisition des résistances aux traitements anticancéreux et dans la synthèse 

des leukotriènes.  

Au cours de cette thèse, nous nous sommes intéressés aux mécanismes transcriptionnels qui 

régulent l’expression du gène I de la GGT. Plus particulièrement, nous avons étudié la 

régulation de la GGT après traitement des cellules K562 avec l’ester de phorbol, TPA, et la 

cytokine pro-inflammatoire, TNF!. Ces deux substances activent les facteurs de transcription 

AP-1 et NF-"B, qui sont connus pour réguler des gènes impliqués dans le développement des 

chimiorésistances.  

Nos résultats montrent que les deux promoteurs B et C de la GGT ainsi que les trois ARNm 

A, B et C, la protéine GGT ainsi que l’activité enzymatique de la GGT sont induits par le 

TNF!, mais pas par le TPA, dans la lignée cellulaire K562, qui est établie à partir de cellules 

issues d’une leucémie myéloïde chronique. Vu que l’induction du promoteur C de la GGT par 

le TNF! est fortement diminuée avec la curcumine, un agent chimiopréventif utilisé comme 

inhibiteur de la voie de signalisation NF-"B, nous avons émis une première hypothèse selon 

laquelle le facteur de transcription NF-"B serait impliqué dans la régulation du promoteur C 

de la GGT dans les cellules K562.  

Afin de prouver notre hypothèse nous avons utilisé des siRNA ciblant spécifiquement les 

deux sous-unités les plus représentées de NF-"B, p50 et p65, et effectivement l’induction du 

promoteur C de la GGT par le TNF! est inhibée par ces siRNA. Des expériences par co-

transfection avec des protéines de la voie NF-"B, TRAF2, TRADD, I"B! et p65, confirment 

davantage cette hypothèse selon laquelle le promoteur C de la GGT est régulé par la voie de 

signalisation NF-"B dans les cellules K562.  

Des expériences par mutation ont ensuite permis d’identifier le site sur l’ADN qui est 

responsable de l’induction du promoteur C de la GGT par le TNF! dans les cellules K562. Ce 

site, localisé de -111 à -123 par rapport au site d’initiation de la transcription, est au moins 

capable de fixer le facteur de transcription p50 NF-"B. A proximité de ce site, nous avons 

identifié un autre site fonctionnel, localisé de - 73 à – 92 par rapport au site d’initiation de la 

transcription, qui lie le facteur de transcription Sp1.  

Des analyses par chromatine immunoprécipitation (ou ChIP) ont confirmé la liaison des 

facteurs de transcription NF-"B et Sp1 sur le promoteur C de la GGT et montrent de plus que 

l’ARN polymérase II est également recruté à cet endroit précis du promoteur. En outre, ces 

analyses montrent que le traitement au TNF! induit la liaison des facteurs de transcription 

p50 NF-"B et Sp1, comparé par rapport aux cellules non traitées, sur le promoteur, et 

augmente considérablement le recrutement de l’ARN polymérase II à cet endroit précis du 

promoteur C de la GGT, expliquant ainsi l’induction observée du promoteur C de la GGT 

après traitement au TNF!.  

En conclusion, l’induction de la GGT par le TNF! peut avoir plusieurs significations 

biologiques importantes, à savoir augmenter la résistance aux médicaments anticancéreux, se 

défendre contre un stress oxydant, ou induire la synthèse des leukotriènes et donc médier 

l'inflammation. 
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