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Introduction

INTRODUCTION

La transformation cellulaire est le processus de conversion zz vitro de cellules
normales en cellules présentant un phénotype « transformé » ou anormal, pouvant évoluer
vers ’état néoplasique. Elle peut étre observée 7 vitrv et fait Pobjet de nombreuses études
en tant que modele de cancérisation chez ’animal.

La transformation cellulaire peut étre la conséquence d’effets mutagenes ou
génotoxiques dont la cause peut étre d’origine chimique, physique ou biologique.
Ces effets sont facilement détectés par les essais 7z vitro validés a 'heure actuelle. Mais la
transformation cellulaire peut aussi résulter d’effets épigénétiques touchant la
différenciation, les voies de contrdle activatrices ou inhibitrices du cycle cellulaire,
apoptose... Ces mécanismes sont moins facilement identifiés, mais la détection des
substances toxiques a long terme agissant par des mécanismes épigénétiques n’en reste
pas moins fondamentale.

Les essais de transformation cellulaire utilisant des cellules normales de
mammiferes de type cellules embryonnaires de hamsters Syriens (SHE) s’inscrivent dans
la recherche des mécanismes de toxicité a long terme des substances chimiques sur les
organismes biologiques.

L’activation de la prolifération cellulaire a longtemps été considérée comme le seul
facteur de la transformation cellulaire cancéreuse. Cependant, les connaissances actuelles
ont permis de démontrer que la défaillance des voies inhibitrices de la croissance et de la
division cellulaire est un facteur tout aussi important que lactivation des voies
prolifératrices.

L’apoptose est un processus de mort cellulaire programmeée intervenant dans
homéostasie  cellulaire et permettant Iélimination des cellules altérées et
non-fonctionnelles pour 'organisme. La défaillance des voies apoptotiques a été avancée
comme pouvant étre 'une des causes de l'apparition des cancers et de nombreuses
pathologies comme les maladies auto-immunes (SIDA), maladies neuro-dégénératives

(maladie de Parkinson, chorée de Huntington), infections virales, ....
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Le but de ce travail est de vérifier hypothése selon laquelle une inhibition des
processus apoptotiques contribuerait a la transformation cellulaire, et d’étudier les
mécanismes d’inhibition de I'apoptose de deux substances modeéles :

* le zinc, choisi pour ses propriétés inhibitrices de 'apoptose.

» le DEHP (di-2-ethylhexyl phtalate), un cancérogéne non-génotoxique, chez

les rongeurs, proliférateur de peroxysomes hépatiques, et connu pour ses effets

transformants 7z vitro.

La relation entte P'apoptose et la transformation cellulaire a ensuite été étudiée
dans le cas du 2,4-D, une substance chimique apparentée au DEHP au plan mécanistique,

en tant que proliférateur de peroxysomes hépatiques.

Cette étude a été menée sur les cellules embryonnaires de hamsters Syriens (SHE).
A Topposé des lignées cellulaires établies, les cellules SHE sont des cellules normales,
diploides et capables de métaboliser un grand nombre de substances chimiques.
Le systéme cellulaire SHE constitue non seulement la base des essais de transformation
cellulaire 7 vtro mais foutnit également un modele pertinent pour I'étude mécanistique de

la cancérogenese iz vitrv.

L’étude des effets sur 'apoptose des substances étudiées a été réalisée a 'aide de
techniques permettant :
* une approche descriptive basée sur Iétude de la morphologie et sur la
fragmentation de PADN caractéristique des cellules apoptotiques.
* une approche mécanistique basée sur 'étude de la modification de I'expression
de genes impliqués dans le contr6le du processus apoptotique et/ou de la

prolifération cellulaire (be/-2, bax, c-mye...).

Ce travail s’inscrit dans la continuité des travaux amorcés dans notre laboratoire
par Alexandre ez 4/, qui avaient déterminé les facteurs de 'apoptose dans les cellules SHE

et défini ses indicateurs.

%)
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A. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I. LA TRANSFORMATION CELLULAIRE

1 La cancérogenése in vivo

L'appatition d'un cancer cliniquement décelable est un processus souvent long qui
fait intervenir plusieurs étapes importantes de transformation conférant aux cellules un
phénotype néoplasique (Harris, 1991). La transformation cellulaite est un processus
multiétape qui tésulte de l'accumulation dans une cellule de plusieurs anomalies
génétiques et épigénétques. Les cellules altérées par ces événements génétiques et/ou
épigénétiques acquierent par rapport aux cellules normales des avantages sélectifs en
terme de prolifération et de survie.

Les cellules cancéreuses croissent de fagon anarchique (perte de linhibition de
contact, perte de la nécessité d’ancrage...). Elles perdent leur spécialisation, on dit aussi
quelles se dédifférencient. Enfin, elles peuvent envahir d’autres tissus et former des

métastases.

1.1 Les mécanismes génotoxiques de la cancérogenése

Les agents génotoxiques altérent la structure de la molécule d'ADN soit par
eux-mémes (génotoxiques directs) soit par leurs métabolites (génotoxiques indirects).
L altération de PADN peut étre due a des changements dans la structure de la séquence
des génes, par des mutations (insertions, inversions, délétions...), des réarrangements
chromosomiques, des adduits, des cassures, des réactions d’oxydations....

Lotsque la réparation de 'ADN est défaillante ou insuffisante, l'altération des
séquences codantes de PADN peut avoir des conséquences graves pour la cellule et ses
descendantes, notamment sur le cycle cellulaire, la différenciation, la division cellulaire, les

systémes de sauvegardes apoptotiques. ...

)
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1.2 Les mécanismes non-génotoxiques ou épigénétiques de la
cancérogenése

Les cancérogénes dits « non-génotoxiques » ou « épigénétiques » n’agissent pas

directement au niveau de PADN, mais interférent avec sa structure et ses fonctions,

perturbant les mécanismes de régulation du cycle cellulaite, de prolifération, de

différenciation, de I’apoptose... comme les cancérogenes génotoxiques (Bertram, 2000).

Les mécanismes de la cancérogenése épigénétique incluent :

* la perturbation des signaux de transduction qui controlent la croissance cellulaire
et la différenciation, incluant Pactivation des protéines kinases et I'inhibition des
phosphatases.

*» la modification du profil de méthylation de PADN.

* la perturbation des mécanismes de réplication, de transcription et de réparation
de ’ADN.

* ’inhibition des télomérases.

* Pinhibition des mécanismes apoptotiques.

* laltération des membranes cytoplasmiques et I'inhibition des communications
intercellulaires.

*» Iinduction du stress oxydant et la production de radicaux libres.

* lactivation du métabolisme des polyamines, par exemple par l'activation de
I’ornithine décarboxylase (ODC).

*» Pactivation de proto-oncogenes et/ou linactivation des génes suppresseurs de

tumeuts.

Ces cancérogénes posent des problémes de détection car ils échappent au
screening iz vifro téalisé pour les substances chimiques, et otienté sut la recherche des
altéradons structurales de I'ADN. Seules les expérimentations animales 4 long terme et les

études épidémiologiques permettent de détecter la toxicité de ces substances.
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Figure 1:  Schéma représentant le processus multiétapes de la cancérogenése iz vivo et

de la transformation cellulaire 7z vitro (d’aprés Combes ef al, 1999).
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Les essais de transformation cellulaire iz vitro ont été développés notamment pour
détecter les cancérogenes non-génotoxiques qui répondent négativement a certains tests
de génotoxicité standardisés (test ’Ames sur Salmonella typhimurium, test de mutation du
locus HGPRT sur cellules de mammiféres CHO (cellules ovariennes de hamster Chinois),
test 1.5178Y Mouse Lymphoma, test d’aberrations chromosomiques, test micronoyaux
in vivo et in vitro...) (Berwald et Sachs, 1963 ; Berwald et Sachs, 1965 ; Barrett ez 4/, 1984).
Les essais de transformation cellulaire ne font cependant pas partie actuellement des
essais de screening réglementaires pour I'évaluation des substances chimiques, qui

constituent des alternatives aux essais de cancérogenese a long terme chez 'animal.

2 Les essais de transformation cellulaire in vitro

2.1 Deéfinition de la transformation cellulaire

La transformation cellulaire 7z vitro est le processus de conversion qui transforme
une cellule normale en une cellule présentant un phénotype pré-néoplasique dotée de
propriétés oncogéniques (Elias & Cavelier, 1982 ; Vasseur e 4/, 1998). Apres plusieurs
passages, les cellules issues de colonies transformées, acquierent limmortalité et un
potentiel tumorigéne, défini comme la capacité a développer des tumeurs 7z zivo aprés
inoculation a des animaux isologues ou immunodéprimés (Berwald et Sachs, 1963 ; 1965).
Deés 1978, Barrett et Tso’s ont montré que la transformation cellulaire 2z vitro reproduisait

les différents stades de la cancérogenése i# vivo (figure 1).

2.2 Modc¢les cellulaires utilisés pour ’étude des différents stades de la
cancérogenése

Plusieurs modéles cellulaires sont utilisés pour étudier les différents stades de la

cancérogenése zz vitro. On appelle stades précoces, les étapes qui transforment une cellule

«normale » en une cellule « pré-néoplasique ». Les étapes ultérieutes transforment une

cellule « pré-néoplasique » en une cellule « néoplasique » dans les stades tardifs de la

transformation cellulaire.
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» Modéles cellulaires utilisés pour Pétude des stades précoces de la
transformation cellulaire

Les cellules embryonnaires de hamster Sytien constituent le systeme cellulaire le
plus utilisé (Berwald & Sachs, 1963 ; Pienta ¢z a/, 1977 ; DiPaolo & Casto, 1979 ; Barrett
et al, 1984). D’autres modéles comme les cellules épithéliales de souris, les cellules
épithéliales de rat, les fibroblastes humains peuvent également étre étudies... (Barrett ef
al,, 1984). Ces cellules sont utilisées dans leurs premiers passages. Les cellules SHE sont
normales, diploides, non différenciées et capables de métaboliser un grand nombre de
cancérogénes. Ce modeéle a été utilisé trés tOt pour étudier le comportement de cellules
normales au cours des étapes précoces de la cancérogenése (Barrett & Ts’o, 1978 ; Barrett
et al., 1984).

Le critéte de transformation est la mise en évidence de colonies transformées
caractérisées par une structure désorganisée et une croissance anarchique. Dans le
systéme SHE, l'appatition de colonies transformées est observée au bout de 8 jours de
clonage.

Les cellules sont alots a un stade pré-néoplasique, et ne sont pas encotre
tumorigénes, mais peuvent le devenir aptés plusieurs passages et inoculation a de jeunes

animaux isologues ou immunodéprimés (Berwald et Sachs, 1963 ; 1965).

= Modéles cellulaires utilisés pour Pétude des stades tardifs de la
transformation cellulaire

Les lignées cellulaires murines BALB/3T3 et C3H 10T'/2 sont des systemes
également trés étudiés (Heidelberger ef al, 1983). D’autres modeéles moins courants
comme les lignées cellulaites de hamster Syrien (ie. BHK ou FOL-2), des lignées
cellulaires de hamster Chinois (i.e. CHEF) peuvent également étre utilisés... (Barrett ef al,
1984). Ces lignées cellulaites sont constituées de cellules anormales, aneuploides et
présentent des capacités de métabolisation limitées (Schechtman, 1985). Ces lignées sont
de bons modéles pour étudier le comportement de cellules a des stades avancés de leur
transformation néoplasique, et notamment, le comportement que peuvent avoir ces

cellules face 2 des agents anti-cancéreux utilisés en chimiothérapie.
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Le critére de transformation est la formadon de foyers de transformation (Type I,
II, II1, selon le degré de transformation). Ces foyers représentent des zones de forte
densité cellulaire et/ou d’altération de la morphologie cellulaire par rapport au tapis
cellulaire monocouche. L’apparition de foyers transformés est observée au bout de
4-6 semaines. Les cellules des foyets de type III sont généralement tumorigenes aptes
implantation 4 un animal héte approprié (animal isologue, souris immunodéprimées
« soutis nude ») ; les cellules des foyers de type II étant tumorigénes avec une plus faible

probabilité.

2.3 Les essais de transformation morphologique des cellules
embryonnaires de hamster Syrien (SHE)

Au début des années soixante, Berwald & Sachs ont été les premiers a décrire les
étapes successives de la transformation morphologique, suite a une exposition avec des
HAPs, comme le 3-methylcholanthréne ou le benzo(a)pyréne (1963 ; 1965). Leurs travaux
ont montré que des cellules primaires et normales cultivées zz wifro pouvaient étre
morphologiquement transformées sous I'action de cancérogénes chimiques. Ces cellules,
apres plusieurs repiquages, induisent un développement tumoral plusieuts semaines apres
inoculation 4 de jeunes animaux isologues ou immunodéprimés. Ce sont ces résultats qui
ont servi de base au développement des essais de transformation cellulaire pour I’étude de

la cancérogenése i vitro et la détection des cancérogenes chimiques.

L’évaluation de la transformation cellulaire est basée sur des ctritéres
phénotypiques (DiPaolo ¢z al, 1971). Le bouleversement de la communication des cellules
avec leur environnement, et la perturbation de la dynamique de croissance des cellules,

sont 4 origine du phénotype transformé. Morphologiquement, on observe (figure 2) :

* un entrecroisement et un enchevétrement des cellules dus a la perte de
inhibition de contact et a la perte de Iinhibition cellule-dépendante.
* une augmentation du ratio noyau/cytoplasme qui confére aux cellules un aspect

filamenteux.
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* une augmentation de la basophilie, phénoméne qui accroit P'affinité du colorant

pour la colonie et lui donne une couleur sombre.

L’acquisition du phénotype néoplasique peut étre lié 4 :

* des  altérations génétiques et génomiques (aneuploidie, échanges
chromosomiques...).

* 4 la perturbation et/ou de la défaillance du contrdle de mécanismes tels que le
cycle cellulaire, la prolifération cellulaire, ’'apoptose et la différenciation cellulaire,
via Pactivation de proto-oncogénes et/ou laltération des génes suppresseurs de
tumeurs.

(DiPaolo ez al, 1971 ; Barrett et al, 1983 ; Barrett et Flechter, 1987 ; Isfort ef al,
1994 ; Endo & Hieber, 1995 ; Tsutsui ez a/, 1997).

A ce jour, plus de 500 agents chimiques ou physiques ont été testés sur ce systeéme
cellulaire et une concordance de plus de 80% a été montrée avec les essais iz vivo sur
rongeurs (Heidelberger ¢z al, 1983 ; Isfort ez al, 1996 ; Engelhardt e a/, 2004).

Différents protocoles ont également été développés dans le but d’améliorer les
performances des essais de | transformation 7z witro: utilisation dun schéma
initiation/promotion (Chouroulinkov & Lasne, 1978 ; Bessi e£ a/, 1995) et acidification du
milieu de culture des cellules SHE (Leboeuf ef a/, 1989 ; Leboeuf ez a/, 1992 ; Kerckaert ez
al, 1996 ; Custer et al., 2000).

Le test de transformation morphologique sur cellules SHE se révele
particulierement performant pour la détection des substances cancérogénes en
comparaison avec les tests de génotoxicité et de mutagenese classiquement utilisés
(test d’Ames, Mouse lymphoma, test micronoyaux...) (Annexe 1), mais également

comparativement aux essais de transformation morphologique sur lignées cellulaires

BALB/3T3 et C3H10T?/2 (OCDE, 2001 ; Vasseur ez a/,, 2004).

Les essais de transformation morphologique ont fait leurs preuves dans le

domaine de la cancérogenése in vitro et sont actuellement au programme de

validation de POCDE.
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2.4 Utilité des cellules SHE dans I’étude des mécanismes de la
cancérogenése

Le systéme cellulaire SHE a été utilisé trés tot pour I'étude mécanistique de la

cancérogenese. Les mécanismes épigénétiques de la transformation cellulaire sont

multiples (voir paragraphe 1.2). Les mécanismes les plus étudiés comme facteurs de

transformation possible sont I'inhibition des communications intercellulaires, les effets

oxydatifs, 'inhibition de 'apoptose....

* De nombreux travaux font état dune relation entre Pinhibition des
communications intercellulaires et 'augmentation de la transformation cellulaire
(Rivedal ez al, 1985 ; Mikalsen & Sanner, 1993 ; Cruciani ¢z a/, 1997a ; Cruciani ez a/.,
1997b ; Rivedal ez 4/, 2000 ; Mally & Chipman, 2002). Cependant cette relation n’est
pas systématique et d’autres mécanismes peuvent intervenir pour promouvoir la
transformation cellulaire (Bessi ez 4/, 1994 ; Rivedal ez a/, 2000).

* Les dommages a2 TADN consécutifs a un stress oxydant, sont également cités
comme pouvant étre des facteurs de la  transformation cellulaire.
En 2000, Zhang ez al, ont montré que lacrylonitrile induisait la transformation
cellulaire avec en paralléele une oxydation de TADN (OHB8dG), et que ces effets
étalent inhibés par un co-traitement avec des anti-oxydants type O-tocophérol et
(-)-epigallocathechin-3 gallate (EGCG).

* Un déreglement de P’activité de Pornithine décarboxylase (ODC), une enzyme
impliquée dans la prolifération cellulaire et dans la synthese de polyamines, a
également été mis en évidence dans les cellules SHE lors d’une exposition avec des
substances cancérogenes chez les rongeurs (MALD, DEHP) et aux concentrations
induisant la transformation cellulaire 7z witro (Dhalluin ez 4/, 1997 ; 1999).
Parallélement un traitement avec ces mémes substances, a2 montré une diminution
de Papoptose ainsi qu'une augmentation de la protéine Bcl-2, une protéine qui

augmente la durée de vie des cellules en inhibant I’apoptose.

Le dysfonctionnement de IPapoptose a été avancé comme un facteur

pouvant favoriser Pinduction de la transformation cellulaire.

0



Synthése Bibliographique

II. I’APOPTOSE

Dans un organisme vivant, les cellules normales qui se divisent peuvent également
patticiper activement 2 leur propre destruction grice 4 un processus physiologique de
mort cellulaire programmée appelé apoptose (Ameisen, 2003).

Ce processus, hautement conservé entre les espéces, est nécessaire pour le
développement de I'organisme et le maintien de 'homéostasie cellulaire. Ainsi, on estime
a plusieuts milliards, le nombre de cellules qui sont détruites chaque jour pour laisser la
place a des cellules fonctionnellement plus compétentes.

A la fin du XIX¢ ces phénoménes de mort cellulaite furent décrits pour la
premiére fois au cours de travaux sur la transformation larvaire. Toutefois, ces
obsetvations furent considérées comme la conséquence d’erreurs inévitables dues a la
production massive de cellules pendant le développement embryonnaire. Ce n’est qu'au
début des années 70 que Kerr es @/, ont introduit pour la premiére fois le concept
d’apoptose. Les premiers travaux ont traité de Iimportance de lapoptose dans
Pélimination de cellules et de tissus inutiles durant embryogenése (par exemple,
élimination des tissus qui joignent les doigts, permettant ainsi leur individualisation)
(Ameisen, 1996 ; 2003).

Les ¢tudes qui ont suivi, ont démontté 'importance de ce mécanisme dans le
maintien de ’homéostasie tissulaire. Ainsi I'apoptose tégule les populations cellulaires en
€liminant les cellules non fonctionnelles et/ou dangereuses pour lorganisme (par
exemples, les cellules tumorales, les lymphocytes-T autoréactifs...) ou altérées (cellules
mutées, infectées...).

La compréhension des mécanismes de l'apoptose a débordé le cadre de la
cancérogenese sur le plan médical et il apparait maintenant que la plupatt de nos maladies
actuelles (maladies neuro-dégénératives, SIDA, hépatites...) sont liées 2 une défaillance

des processus apoptotiques (Solaty ez 4/, 1993 ; Thompson, 1995 ; Solary ez al, 2002).
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1  Caractéristiques morphologiques de I’apoptose et de la nécrose

L’élimination des cellules endommagées ou inutiles pour I'organisme peut se faire
selon deux mécanismes distincts qui sont la nécrose et apoptose (figure 3).

La nécrose, consécutive a une lésion tissulaire ou cellulaire, s’accompagne d’une
réaction inflammatoire. Elle est caractérisée par un gonflement de la cellule, une dilatation
des mitochondries et une dissolution des organites cellulaires. I.a membrane plasmique
finit par se rompre, libérant ainsi le contenu cytoplasmique dans le milieu extracellulaire.

A TPopposé, I'apoptose est un mécanisme de mort cellulaire programmée, qui
permet un renouvellement sélectif des cellules. Si la nécrose ressemble a '« explosion » de
la cellule, 'apoptose correspond plutot a son « implosion ». En effet, pendant le processus
apoptotique, le cytoplasme se rétrécit et la chromatine se condense ; cependant tous les
organites cellulaires gardent leur intégrité. La membrane plasmique bouillonne, mais ne se
rompt pas, évitant ainsi le relargage du contenu cytoplasmique dans le milieu
extracellulaire (Wyllie, 1980). En fin d’apoptose, les cellules subissent une nécrose
secondaire, qui les rend plus perméables ; ces cellules sont différenciées des cellules
nécrotiques par la présence de chromatine condensée, préte a étre vacuolisée.

Les fragments cellulaires résultant de la phase finale de I'apoptose, aussi appelés
« corps apoptotiques » vont étre éliminés par phagocytose (Alibert & Chimini, 2002).
La phagocytose des cellules apoptotiques est tout a fait particuliere dans le sens ou les
cellules a éliminer sont des cellules du soi et non des pathogenes. Contrairement aux
autres formes classiques de phagocytose, elle n’engendre pas de réaction inflammatoire de
la part du phagocyte. L’apparition, sur la surface externe de la cellule de résidus
phosphatidylsétines, normalement retenus sur la face interne de la membrane plasmique,

constitue le fondement de la reconnaissance par les phagocytes (Alibert & Chimini, 2002).

2 Mécanismes moléculaires de ’apoptose

2.1 Introduction

Succinctement, le processus apoptotique se décompose en trois phases.

11
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= la phase d’induction, qui est réversible, va dépendre du signal inducteur et du type
cellulaire. Ces signaux peuvent avoir :

* une otigine physique : les ultraviolets, les rayons X....

* une origine chimique: certains xénobiotiques, notamment ceux utilisés en
chimiothérapie tels que certains inhibiteurs des topoisomérases I et 1I
(camptothécine, étoposide), les anti-métabolites (5-fluoro-2’-deoxyuridine,
methotrexate), les inhibiteurs de la synthése de protéines (cycloheximide) ...
(Kaufmann & Earnshaw, 2000).

* une origine biologique comme I’hypoxie, ’hyperthermie, la privation des facteurs
de survie, les dommages de PADN,; les infections virales, les signaux de motts, un
dysfonctionnement de certains tégulateurs de I'expression génique ou de la

prolifération cellulaire.. ..

s la phase d’exécution va dépendre du signal inducteur. Deux grandes voies sont
impliquées dans cette phase. Il s’agit de :
* la voie extrinséque des récepteurs membranaires.
* la voie inttinséque mitochondriale.
Ces deux voies différent selon leur mécanisme d’action, mais leur activation
conduit au méme but, c’est-a-dire a Pactivation de protéases appelées caspases (cysteinyl

aspattate-specific protéases).

= la phase de dégradation est irtéversible. Cette phase est en grande partie sous le
controle des caspases. Ce sont ces protéases qui une fois activées dégradent divers
substrats nécessaires 2 la vie de la cellule, cettaines enzymes participant au maintien
de lintégtité de PADN (comme la poly-ADP-ribose polymerase (PARP-1))....
Les caspases activent les endonucléases spécifiques de fragmentation de FADN
(Cohen et Duke, 1984). C’est également pendant cette phase que la cellule acquiere
les modifications morphologiques caractéristiques de 'apoptose (condensation de la

chromatine et fragmentation de ’ADN).
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2.2 Les caspases: acteurs principaux de Pexécution du processus
apoptotique
Les caspases (cysteinyl aspartate-specific protéases) constituent une famille de
protéases & cystéine (Thotnberry & Lazebnik, 1998). De nombreuses publications ont
montré le éle primordial de ces protéases dans 'exécution du processus apoptotique :
» une sur-expression de ces protéases conduit a la mort cellulaire par apoptose des
cellules (Kohler ez al., 2002).
» des inhibiteurs synthétiques ou naturels des caspases inhibent le processus
apoptotique induit par divers stimuli (Leblanc ¢f a, 2003).
» des défaillances du processus apoptotique sont obsetvées sur des animaux

« knockout » déficients en une ou plusieurs caspases (Kuida e7 4/, 1998).

Chez les mammiféres, il a été identifié 2 ce jour 14 caspases différentes.
Ces enzymes sont présentes dans le cytoplasme sous la forme de pro-enzymes inactives,
Ou zZymogenes.

Les pro-caspases (32-56 KDa) contiennent trois principaux domaines: un
pro-domaine N-terminal, une grande sous-unité (17-21 KDa, domaine p20) et une petite
sous-unité (10-13 KDa, domaine p10). L’activation des caspases implique la protéolyse de
leur forme zymogéne au niveau d’un résidu aspartique (figure 4). Deux étapes successives
vont libérer d’abord la petite sous-unité puis la grande sous-unité. Il en résulte la
formation d’un hétérodimére composé des deux sous-unités. La forme active de 'enzyme
est un tétramére composé de deux hétérodimeres contenant chacun un site actif pout
cystéine bien consetvé, le pentapeptide QACXG (Couzinet ef al, 2002 ; Kohler e al,
2002).

Une classification simple sépare cette famille de protéases en deux classes selon

leur pro-domaine et le r6le qu’elles tiennent pendant 'apoptose :

» Caspases 2 long pro-domaine (caspase amont ou initiatrice) : les caspase-1,
-2, -4, -8 et -9.
Cette catégotie est 4 Porigine de lactivation en cascade des caspases. Elles servent

d’intermédiaires dans la transduction des signaux de mott. Elles participent également ala
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formation de nombreux complexes protéiques qui régulent les voies apoptotiques.
Un exemple tres étudié est le complexe protéique appelé « apoptosome » (Cain et al,
2002). Le cytochrome ¢, une protéine mitochondriale, interagit avec la protéine Apaf-1
(Apoptotic protease activating factor). En présence d’ATP (adénosine triphosphate), la
pro-caspase-9 est trecrutée. Ce complexe active la caspase-9, qui active ensuite la
caspase-3, une caspase effectrice, en pattie responsable des changements morphologiques
caractéristiques qui apparaissent lots du processus apoptotique. Ce complexe est la cible

de nombreuses protéines anti-apoptotiques qui cherchent a I'inhiber.

= Caspases 2 domaine court (caspase aval ou effectrice) : les caspase-3, -6, -7
et -14.
Ces caspases sont activées par les caspases initiatrices. L’activation de ces caspases
est 2 Porigine du clivage de nombreuses protéines-substrats impliquées dans la plupart des

événements biochimiques, structutaux ou morphologiques de 'apoptose.

Deux grandes voies conduisent 4 Il‘activation des caspases: la voie

extrinséque des récepteurts membranaires et la voie inttinséque mitochondriale

(figure 5).

2.3 Voies activatrices des caspases

2.3.1 La voie extrinséque des récepteurs membranaires
La voie des récepteurs membranaires est activée par la liaison de ligands a des
récepteurs de mort situés sur la surface cellulaire (Ashkenazi & Dixit, 1998).
Certains membres de la supetfamille des TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptor ou

Facteur Nécrosant des Tumeuts) peuvent compotter un domaine appelé domaine de

mott (DD : Death Domain).
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On les appelle récepteurs de mort cellulaire (figure 6). On dénombre 7 récepteurs

connus :

* CD95 (APO-1 et Fas) : ce type de récepteur est impliqué dans I’élimination des
lymphocytes T matures, de certains types de cellules cancéreuses ou infectées par
un virus, de certaines cellules inflammatoires. .. (Ashkenazi & Dixit, 1998).

* Tumor necrosis factor TNF-R1: ce récepteur est activé par le ligand TNF,
dont la production va étre activée par les macrophages et cellules T, en réponse a
une infection (Ashkenazi & Dixit, 1998).

* DR3 (TRAMP, ws1-1, APO-3 et LARD) dont le mode d’action ressemble de
pres a celui de TNFR-1.

* TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 1 (TRAIL-R1 appelé aussi
DR4 et APO-2) : ce récepteur est principalement impliqué dans I’élimination des
cellules tumorales.

* TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 2 (TRAIL-R2 appelé aussi
DR5, TRICK et Killer) : de méme que TRAIL-R1, ce récepteur participe en
grande partie a Pélimination de certains types de cellules cancéreuses.

* DR6.

* p75NGFR.

La liaison d’un ligand a son récepteur de mort permet P'activation de ce récepteut.
La plupart des récepteurs de mort recrutent une protéine adaptatrice Fas Associated
Death Domain (FADD). Ce recrutement peut se faire directement (par exemple, dans le
cas du récepteur CD95) ou par 'intermédiaire d’autres protéines adaptatrices comme la
protéine TRADD (par exemple, dans le cas du récepteur TNFR1). La protéine FADD
comporte deux domaines d’interactions protéiques : un domaine DD (Death Domain) et
un domaine DED (Death Effector Domain). Grice a ces domaines, FADD peut recruter
la pro-caspase-8. L association du récepteur de mort activé avec la protéine FADD et la
pro-caspase-8 conduit 4 la formation dun complexe multi-protéique appelé « DISC »
(Death Inducing Signalling Complexe). Le recrutement des pro-caspases-8 dans le DISC

permet leur auto-clivage et leur activation. Les caspases-8 actives vont alors cliver d’autres
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caspases effectrices comme la caspase-3 ou la caspase-9 (Ashkenazi et Dixit, 1998 ;
Couzinet ez al., 2002 ; Thorburn, 2004). Le recrutement de la caspase-8 dans le DISC peut
également étre inhibé par des protéines cellulaires, comme la protéine cFLIP (FLICE-
Inhibitory protein).

La caspase-8 peut cliver la protéine a domaine BH3, Bid. Cette protéine, une fois
clivée, est délocalisée vers la mitochondrie et active la voie mitochondriale intrinséque.
La protéine Bid permet ainsi de relier les deux voies d’activation des caspases, amplifiant
le signal apoptotique des récepteurs de mott.

La voie des récepteurs TNFR1 et TRAIL R1 /R2 apparaissent plus complexes que
la voie de CD95. TNFR1 et TRAIL R1/R2 peuvent également recruter d’autres protéines
comme la protéine RIP (receptor-interacting protein) et la protéine TRAF2
(TNF-receptot-associated factor 2), qui activent les voies NF-kB et/ou JNK

(c-Jun N-terminal kinase) (figure 6).

2.3.2 La voie intrinséque mitochondriale

Les changements rapportés au niveau de la fonction et de la structure
mitochondriale pendant le processus apoptotique, ont désigné la mitochondrie comme un
organite tenant un role clé dans 'exécution du processus apoptotique (Green & Reed,
1998 ; Kroemer ef al, 1998).

La mitochondrie est un organite cellulaire, support de la respiration, impliquée
dans la production d’énergie, la génération d’espéces réactives de l'oxygene et la
régulation de I'apoptose. La mitochondrie serait apparue il y a 1,5 milliards d’années par
association symbiotique d’une archéobactérie et d'un proto-eucaryote (Dyall & Johnson,
2000). Des caractéristiques morpho-physiologiques témoignent encore de cette origine
endosymbiotique (Jacotot ¢ @/, 2000):

* une double membrane délimitant deux compartiments (la matrice et l'espace
inter-membranaire).

* un génome circulaire.

*» des systémes de transcription-traduction qui lui sont propres.

La mitochondrie a longtemps été considérée comme étant un organite uniquement

impliqué dans la production d’énergie, ce qui lui a valu le surnom de «centrale
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énergétique de la cellule ». Cependant, depuis quelques années, de nombreuses études ont
impliqué la mitochondtie dans le processus apoptotique dont elle constitue une des
principales voies de régulation (Green & Reed, 1998 ; Kroemet ef al., 1998 ; Desagher &
Martinou, 2000 ; Regula ez 4/, 2003).

2.3.2.1 Mécanismes conduisant a4 la perméabilisation des membranes
mitochondriales

Lorsque la cellule s’engage dans le processus apoptotique, on obsetve une

perméabilisation des membranes mitochondriales, laquelle s’accompagne généralement

d’une chute rapide du gradient électrochimique de la membrane mitochondriale intetne.

La chute du potentiel mitochondtial transmembranaire (Aym) est un événement précoce
de ’apoptose (Matchetti ef al, 1996). Cet événement est irréversible et par conséquent, la
cellule est obligée de s’engager dans la voie apoptotique.

La chute du potentiel mitochondtial transmembranaire (Aym) provoque la pette
de I’homéostasie biochimique de la cellule: la synthése de IATP est stoppee, les
molécules Redox comme le NADH, le NADPH, le gluthation, sont oxydées et une
augmentation des espéces réactives de I'oxygéne (ROS) est observée (Kroemer ef al,
1997 ; Kroemer & Reed, 2000).

La chute du potentiel mitochondtial transmembranaire est également associ€e 2
Pouverture des mégapores mitochondtiaux. I’ouverture de ces canaux permet le relargage
de protéines apoptogénes mitochondriales appelées SIMP (pour Soluble Intermembrane
Mitochondtial Proteins : cytochrome ¢ AIF, Smac/DIABLO...) dans le cytosol, et qui
réguleront le processus apoptotique. La libération de ces protéines matque le début de
Pactivation en cascade des caspases qui conduira a la mort cellulaire.

Malgré les nombreuses études dont ils font Pobjet, les mécanismes permettant la
perméabilisation membranaite restent encore tres controversés, et plusieurs modeles sont

actuellement avancés.
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Modéles reposant sur le gonflement de la matrice mitochondriale provoquant

une rupture mécanique de la memprane mitochondriale externe :

» Un modéle fait état de P'ouverture d’un mégapore mitochondrial appel¢ PTPC
(permeability transition pore complexe). Ce complexe multiprotéique est composé de la
porine de la membrane mitochondriale externe, communément appelée VDAC
(Voltage Dependent Anion Channel), d’'un translocateur a adénine (ANT) inséré
dans la membrane interne et de la cyclophiline D, située dans la matrice.
Des molécules pro-apoptotiques (par exemple Bax) qui s’associent avec le PTPC,
favorisent Pouverture de ce mégapore et ptovoquent une dépolarisation, qui
coincide avec la chute du potentiel membranaite (Aywm) et le gonflement de la
mattice mitochondriale. Ceci provoque la ruptute mécanique de la membrane
externe et pat conséquent le relargage des constituants inter-membranaires

(figure 7.A) de (Kroemer ef al., 1998 ; Regula ¢f al., 2003).

* Un second modéle met en cause la fermeture de VDAC, laquelle provoquerait un
dysfonctionnement de échange ATP/ADP mitochondrial. L’accumulation de
protons dans lespace inter-membranaire, liée a4 ce dysfonctionnement va
engendrer une production de radicaux libres ainsi quun gonflement matriciel

(figure 7.B) (Zamzami & Kroemert, 2003).

Modéles proposant Ila formation de pores dans la membrane externe sans

altérations physiques de la mitochondrie :

= La protéine pro-apoptotique Bax pourrait shomodimétiser ou s’hétérodimériser
avec d’autres membres de la famille de protéines Bcl-2. L’oligomérisation de Bax
en réponse 4 certains stimuli apoptotiques lui permet de former des canaux dans
la membrane mitochondriale externe (figure 7.C) (Epand et a/, 2002).

= La protéine Bax pourrait influencer la formation de pores lipidiques (figure 7.D).
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» Des protéines pro-apoptotiques, Bax et Bak, associées avec le VDAC seraient
responsables de la formation de canaux hybrides (figure 7.E) (Esposti & Dive,
2003).

2.3.2.2 La famille de protéine Bcl-2 : des régulateurs importants de la voie
mitochondriale

Bcl-2 est lacronyme utilis€é pour le géne B-cell lymphomal leukemia-2.
Une sut-cxpression de la protéine codée par ce gene (la protéine Bcl-2), a été identifiée
initialement dans des lymphomes folliculaires. Dans ce cas, la sur-expression de cette
protéine est due a une translocation chromosomique spécifique t(14;18) qui délocalise le
géne bel-2 normalement situé sur le chromosome 18, dans la région du chromosome 14
ou sont synthétisées les chaines lourdes des immunoglobulines (IgH) (figure 8) (Reed,
1994). Suite a sa translocation chromosomique, bel-2 est sous le contrdle du promoteur
fort du géne des chaines lourdes des immunoglobulines, et exprimé de maniere
constitutive dans les cellules lymphoides B porteuses de la translocation.
La sut- production des ARNm de b2 et de la protéine codée par ce géne (Bcl-2,
26 KDa) provoque une importante tésistance a l'apoptose (Reed, 1994).

La protéine Bcl-2 est a l'otigine d’une nouvelle classe d’oncogéne car a la
différence des autres oncogénes, Bcl-2 n’induit pas la prolifération cellulaite, mais
augmente la durée de vie des cellules en inhibant 'apoptose.

A ce jout, plus d’'une quinzaine de protéines homologues de Bcl-2 ont été mises en
évidence. Cette famille de protéines constitue les régulateurs les plus importants de la voie
apoptotique mitochondriale (Reed, 1997 ; Adams & Coty, 1998 ; Chao & Kornsmeyet,
1998 ; Antonsson & Martinou, 2000 ; Burlacu, 2003 ; Borner, 2003 ; Kuwana &
Newmeyer, 2003 ; Sprick & Walczak, 2004).

Ces protéines sont classées en deux sous-familles selon leurs fonctions.
* Le premier groupe est constitué de protéines anti-apoptotiques (Bcl-2, Bel-xi,

Bcl-w, Mcl-1...). Ces protéines prolongent anormalement la durée de vie des

cellules en inhibant lapoptose (Reed, 1994).
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Possibles interactions avec Interactions avec des

Mlzn;:::i;:e Localisation dans les Localisation dans les des protéines ou des protéines ou des Modsﬁzhtions
Bcl-2 cellules normales cellules apoptotiques  récepteurs dans les cellules récepteurs dans les translapg onnsllas
normales cellules apoptotiques
L Insérée dans MME, RE, Ay FKB38, BAP-31, pro-apoptotic ) > 5
Bcl-2 EN Insérée dans MME, RE, EN Bax-like proteins (Bax, Bak) ? BH3-seulement, autres - ?
] Insérée dans MME, RE, Insérée dans MME, RE, Pro-apoptotic Bax-like proteins ) 5 -
Mcl-1 EN ? EN 2 (Bax, Bak) ? BH3-seulement, autres ? ?
Cytosolique, insérée
L dans la MME & nl FKB38, BAP-31, pro-apoptotic ) = Changement de
Bl faiblement attachée a Inseree dans la MME Bax-like proteins (Bax, Bak) ? Bhi3-SeulemEt; SULeS conformation (?)
la MME
L Faiblement attachée a . Pro-apoptotic Bax-like proteins § > Changement de
Bcl-w la MME Insérée dans la MME (Bax, Bak) ? BH3-seulement, autres ? P ————
Ertosoliquenfalblment Insérée dans la MME Changement de
Bax attachée a la MME et o= 14-3-3, Bif-1,Ku70, humanin tBid (interaction transitoire ?) e
au RE Inseree dans le RE ? conformation
" Insérée dans la MME “ ST , o e
Bak Insérée dans MME, RE Insérée dans le RE ? : tBid (interaction transitoire ?) 7
Bad Cytosolique MME 14-3-3 Bcl-x, Phosphorylation
Clivage
. . Bax, Bak (interaction proteéolytique
2 7 ’
Bid §/esoligue L ’ transitoire ?) phosphorylation,
myristoylation
. Associée au DLC-1 7L Membres anti-apoptotiques .
Bim/Bod (microtubules) Inseree dans la MME DCL1 de la famille Bol-2 Phosphorylation
Associée au DLC-2 . .
Bmf (myosinV/actin- Insérée dans la MME DCL2 Membres|ant-apoptofiqlies Phosphorylation

cytosquelette) de la famille Bcl-2

Tableau I: Localisations, translocations et modifications post-translationales de quelques protéines de la famille Bcl-2
MME : Membrane mitochondriale Externe ; RE : Réticulum Endoplasmique ; EN : Enveloppe Nucléaire (d’apres Schinzel ez al,
2004)
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» Le second groupe est composé de protéines pro-apoptotiques (Bax, Bak, Bad,
Bid, Bim (Adams & Cory, 1998). Ce groupe est divisé en deux catégories.
Les protéines qui ne comportent que le domaine BH3, sont appelées « BH3
seulement » (en anglais, « BH3 only-proteins », Bid, Bad, Bim, Bik, Noxa,
Puma...). Elles se comportent comme des activateurs de la deuxiéme catégorie,
C’est-a-dire, des protéines comportant plusieurs domaines BH, aussi appelées
protéines « multi-domaines » ou protéines « Bax-like » (Bax, Bak, Bok...)

(Sprick & Walczak, 2004).

Le ratio des protéines pro-apoptotiques sur les protéines anti-apoptotiques
est un élément critique de la réponse aux stimull apoptotiques et c’est ce ratio qui

détermine si la cellule entre ou non en apoptose.

Dans les conditions normales, les protéines anti-apoptotiques peuvent étre situées
soit au niveau de la membrane mitochondriale extetne, soit dans 'enveloppe nucléaire,
soit dans le réticulum endoplasmique ou dans le cytosol. La plupart des protéines pro-
apoptotiques sont localisées dans le cytosol et les microtubules ; pendant le processus

apoptotique, la majorité de ces protéines se trouve localisée dans la membrane externe de

la mitochondtie (tableau I) (Schinzel ez a/, 2004).

Les domaines BH

Toutes les protéines de la famille Bcl-2 comportent au moins une des quatre
tégions hautement conservées, comme le montre l'alignement de leurs séquences
protéiques (figute 9). Ces quatte régions sont appelées domaines BH, ce qui correspond a
une abréviation pour « Bcl-2 Homologies ». Le domaine BH3 est commun a toutes les
protéines (Parone ef al, 2002). La plupart des protéines anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-X,
Boo) comportent les quatte domaines (BH1, -2, -3, -4). Parmi les protéines
pro-apoptotiques cettaines ne compottent que le domaine BH3 (Bim/Bid/Bad...).

Les autres protéines pro-apoptotiques (Bax, Bad, Bok...) comportent les domaines BH1,
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BH2, et/ou BH3. Peu de protéines pro-apoptotiques, comme la protéine Bcl-xS,
possedent un domaine BH4 (Kelekar & Thomspson, 1998).

Les domaines BH sont déterminants dans lactivité biologique des protéines.
Des mutations situées dans les domaines BH1 et BH2 des protéines Bcl-2 et Bcl-xL
abolissent les fonctions anti-apoptotiques de ces protéines et bloquent leur
hétérodimérisation avec d’autres protéines de la famille Bcl-2, par exemple Bax, Bak...
(Oh ez al., 1997).

La protéine Bcl-2 peut étre clivée en un fragment de 23 kDa (Tomicic and Kaina,
2001). Ce clivage a lieu sur un site cible de I'activité des caspases, dans la région d’acides
aminés YEWD31VAGD344 A, ce qut provoque la suppression du domaine BH4, région
connue pour étre essentielle a Pactivité anti-apoptotique de Bcl-2 (Grandgirard er 4/,
1998 ; Shimizu ez 4/, 2000).

Régulation de Ia voie apoptotique mitochondriale par la famille Bcl-2

La libération des facteurs apoptogénes, (la protéines AIF, le cytochrome ¢
endo G, Smac/Diablo...) marque le début de 'activation en cascade des caspases, qui
conduira la cellule 4 la mort. Les protéines de la famille Bcl-2 contrélent la libération de
ces protéines mitochondriales.

Bax a été la premicre protéine de la famille Bcl-2 a étre identifiée comme étant
pro-apoptotique. C’est une protéine de 21 kDa prédominante dans le cytosol de la cellule.
En présence de signaux apoptotiques, Bax est délocalisée du cytosol dans la membrane
externe de la mitochondrie et participe a la libération de protéines de lespace
intermembranaire mitochondrial (SIMP), comme le cytochrome ¢ (Brady & Gil-Gomez,
1998 ; Antonsson ez a/, 2001). Les mécanismes par lesquels Bax libéte ces protéines ne
sont pas totalement €lucidés. Il semblerait que Bax participe a la formation des potes
mitochondriaux, ce qui faciliterait le mouvement des protéines a travers la membrane
mitochondriale (Epand e a/., 2002).

D’autres protéines de la famille Bcl-2 possédent la capacité de former des potes,
comme Bcl-2 et Bel-xi. En 1996, une étude a montré que la structure tridimensionnelle

de la protéine Bcl-xy, était semblable a celle du domaine tesponsable de la formation de
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pores de certaines toxines bactétriennes, comme la toxine diphtétique et les colicines
(Muchmore ez al, 1996). Il semblerait que cette propriété soit commune a plusieurs
membres de la famille Bcl-2 et quelle permettrait la formation de canaux joniques

régulant le passage des protéines mitochondriales (Minn ¢/ al, 1997).

Les protéines anti-apoptotiques

Il a été montré que Bcl-2 et son homologue Bcl-xi, suppriment les changements
qui apparaissent au niveau de la mitochondrie, comme la chute du potentiel
mitochondrial transmembranaire (AWm) (Decaudin et 4k, 1997), la libération du
cytochrome ¢ (Yang et al, 1997 ; Jurgensmeier ez al, 1998 ; Kluck et al, 1997) et celle du
facteur AIF (Susin e al, 1996). Bcl-xy inhibe également lactivation des caspases en
séquestrant la protéine Apaf-1, empéchant ainsi la formation du complexe
« apoptosome » (Apaf-1/cytochrome ¢/pro-caspase 9) (Cain ¢/ al, 2002). Bcl-2 empéche
Poligomérisation de Bax ainsi que son insertion dans la membrane mitochondriale,
abolissant ainsi ses propriétés apoptotiques (Antonsson ¢/ al., 2001).

1l a également été montré que la sur-expression de Bcl-2 dans les cellules
transfectées Molt4 (Perty ef al, 1997a) et dans les cellules ES (Ewing’s sarcoma, lignée
cellulaire A4573) (Soldatenkov ¢ al, 1996), ainsi que la sur-expression de Bcl-xL dans les
cellules transfectées HLGO (Ibrado ez al, 1996a ; Ibrado ez al, 1996b) inhibent le clivage de
la poly(ADP-ribose)polymérase (PARP-1).

La PARP-1 est une enzyme qui synthétise le polymeére poly(ADP-ribose) (pADPr)
A partir de son substrat, le nicotinamide adénine dinucleotide (INAD*) ce processus est
également appelé poly(ADP-ribosyl)ation (Hoflack ez a/, 1997a; Bouchard ez 4/, 2003).
Le pADPr est un facteur essentiel 2 la réparation de PADN ; il se fixe aux histones et aux
protéines nucléaires, et facilite 'activité des enzymes de la réparation de FADN. La PARP
intervient également dans le contrdle du cycle cellulaire, de la différenciation, de
Papoptose... (figure 10) (Bouchard et al, 2003). Durant 'apoptose, la PARP-1 est clivée
par les caspases (par exemple, la caspase-3 et la caspase-7) en deux fragments: un
fragment de 89 kDa, qui contient le site catalytique, et un fragment de

24 kDa, qui contient le site de liaison 2 TADN (DBD : DNA Binding Domain) (Soldani
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& Scovassi, 2002). La détection du fragment de 89 kDa est utilisé comme marqueur
précoce de 'apoptose dans plusieurs types cellulaires (Soldatenkov ez @/, 1996 ; Hoflack er
al, 1997b ; Perry et al, 1997a ; Soldani & Scovassi, 2002). Dans certains cas, 'induction de
Papoptose ne peut se résumer a la présence du fragment de 89 KDa, car dans les cellules
normales SHE, le fragment de 89 kDa ne persiste pas suite au clivage de la PARP-1 mais

il est rapidement dégradé (Alexandre ¢ 4/, 2000b).

Les protéines pro-apoptotiques

Les protéines « multidomaines » Bax et Bak sont les deux seules protéines a
pouvoir perturber directement les fonctions mitochondriales (Scorrano & Korsmeyer,
2003). Ces deux protéines s’homodimérisent ou s’hétérodimérisent, et forment des pores
qui perméabilisent la membrane mitochondriale externe, et permettent la libération des
protéines mitochondriales apoptogénes (cytochrome ¢, Smac Diablo, AIF...) (Scorrano &
Korsmeyer, 2003). Les cellules MEF (mouse embryo fibroblasts) déficientes pour les
deux protéines Bax (Bax /-) et Bak (Bak /) sont résistantes a de nombreux stimuli
apoptotiques (étoposide, UV, staurospaurine...), ce qui confirme le réle critique de ces
protéines dans la voie apoptotique mitochondriale (Wei ez a/, 2004). Bax et Bad, peuvent
également s’hétérodimériser avec Bcl-2 et Bcl-xi, et ainsi perturber leur activité

anti-apoptotique (Zha ez al, 1997).

Les protéines « BH3-seulement» sont inactives dans les conditions normales.
L’activation de chaque protéine « BH3-seulement » a lieu en réponse a des stimuli bien
particuliers. Par exemple, la protéine pro-apoptotique Bid est clivée en un fragment de
15 kDa suite a 'activation de la caspase-8. La protéine tronquée, tBid est délocalisée du
cytosol vers la membrane mitochondriale externe, interagit avec les protéines
mitochondriales et contribue a la libération du cytochtome ¢

La protéine Bad est activée par des mécanismes de phosphorylation-
déphosphorylation. Dans les conditions normales, elle est localisée dans le cytosol sous la

forme phosphorylée, ce qui empéche son activité pro-apoptotique. Suite a un signal de
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mort, Bad sera déphosphorylée et délocalisée du cytosol vers la membrane
mitochondriale externe ce qui rétablit son activité pro-apoptotique (Zha e al, 1997).

La protéine Bim est impliquée entte autre dans I’apoptose induite par les UV, dans
la sélection des thymocytes. .. ; Bmf intervient dans 'apoptose induite par le détachement
des cellules aussi appelée « Anoikis » ; I'expression de Noxa et Puma est activée par un
mécanisme dépendant de P53 en téponse a des dommages a PADN... (Coultas &

Strasset, 2003 ; Kuwana & Newmeyer, 2003).

Certaines de ces protéines (par exemple, Bim et Bid) se comportent comme des
« activateurs » des protéines pro-apoptotiques « multidomaines » (Bax, Bak...).
Bid et Bim sont capables de se lier ditectement aux protéines Bax ou Bak, et en
conséquence, d’induire directement la libération du cytochrome ¢ Les protéines Bax et
Bak sont essentielles 2 P'action des protéines « BH3-seulement » puisqu’il a été démontré
que les cellules MEF déficientes pour ces deux protéines (Bax/- et Bak/?) sont
complétement résistantes a I'apoptose induite par la sur-expression des protéines « BH3 »
(Sprick & Walczak, 2004 ; Wei ez al.,, 2004 ).

Les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xi. peuvent séquestrer les protéines
BH3 « activateurs », empéchant ainsi 'activation de Bax et Bak (Cheng ez 4/, 2001).

Par contre, les protéines Bad et Bik, par exemple, se comportent plutdt comme
des « sensibilisateurs » et vont empécher les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bel-xL
de séquestrer les protéines « activateurs », renforgant ainsi les effets apoptotiques de Bim

et Bid Martin & Vuori, 2004).

2.4 Le réle de P53 dans PPapoptose
Le géne suppresseur de tumeur p53 code pour un facteur de transcription, la
protéine P53. En réponse 4 un stress cellulaire (radiations UV, privation des facteurs de
croissances, agents anti-cancéreux, activation inappropriée de proto-oncogenes, chocs
thermiques, infections vitales, hypoxie...), P53 bloque le cycle cellulaire dans la phase
transitoire G1/S ou G2/M (Soussi, 2002). L’atrét de la division cellulaite permet 2 la
cellule de réparer les lésions et d’éviter la propagation de cellules altérées. En cas de

dommages trop impottants, P53 induit apoptose (Dlamini ez 4/, 2004 ; Meek, 2004).
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Dans les conditions normales, P53 est maintenue 2 un faible niveau d’expression
et sa demi-vie est courte. Cela est di a son interaction avec la protéine Mdm?2, une E3
ubiquitine ligase, qui cible I'ubiquitylation et la dégradation de P53 (Michael & Oren,
2003). La liaison de Mdm?2 au domaine de transactivation de P53 bloque I'interaction de
P53 avec les systtmes de transcription. L’induction d’un stress cellulaite cause
Pinterruption de interaction P53-Mdm?2, avec pour conséquence la stabilisation de P53.
Les mécanismes qui provoquent l'interruption de l'interaction de P53-Mdm2 divergent
selon origine du stress cellulaire (Meek, 2004). Par exemple, les dommages a PADN
(UV, cassures...) induisent une série de phosphorylations qui perturbe I'équilibre
P53-Mdm?2 et inhibe la capacité de Mdm?2 a dégrader P53 ; Phypoxie ou de fortes doses
d’UV provoquent la diminution de lexpression de mdm2; un stress induit par les
oncogénes (par exemple, c-Myc, E2F1...) induit la protéine p144RF (ARF) qui se lie a
Mdm?2 et "empéche de promouvoir I'ubiquitylation et la dégradation de P53 (figure 11)
(El-Deity, 1998 ; Meek, 2004).

I’inactivation des interactions P53-Mdm?2 conduit a la stabilisation de la protéine
P53 et a des changements d’expression des genes P53-dépendants (El-Deiry, 1998).

En cas de stress cellulaite, artét du cycle cellulaite en phase G1/S ou G2/M
implique lactivation de protéines comme P21, GADD45 (growth arrest and
DNA-damage inducible gene #45) et 14-3-3 6 par P53. P21 activée inhibe les complexes
Cycline D/Cdk4 et Cycline A-E/Cdk2, ce qui artéte le cycle cellulaire. P21 et GADDA45
se lient également a PCNA (proliferating cell nuclear antigen), ce qui conduit également a

arrét du cycle cellulaire (El-Deiry, 1998 ; Millauer ez 4/, 2001).

P53 induit l'apoptose en agissant sur la voie apoptotique mitochondriale
(figure 12) (Hofseth ez a/, 2004 ; Heiser ef al, 2004). Le gene bax possede un élément de
réponse a P53 dans son promoteur ce qui permet a P53 d’activer sa transcription.
P53 peut activer I'expression d’autres protéines mitochondriales comme Apaf-1, NOXA
ou PUMA (p53 up-regulated modulator of apoptosis) et réprimer l’expression de
protéines anti-apoptotiques comme Bcl-2 et Bel-xi, (Thornborrow & Manfredi, 1999 ; Yu
et al., 2003 ; Dlamini ef a/, 2004 ; Heiser ez al., 2004).
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P53 peut également agir auttement que par l'activation de génes ou de protéines
impliqués dans la régulation de I'apoptose. P53 peut étre transloquée du noyau dans le
compartiment membranaire de la mitochondrie (Marchenko ez 4/, 2000 ; Sansome ¢f al.,
2001). La translocation de P53 vers la mitochondtie suite a un signal de mort est précoce,
et induit la chute du potentie]l mitochondtiale transmembranaire, la libération du
cytochrome ¢ et activation de la caspase-3 (Marchenko ef 4/, 2000). De plus, 'apoptose
induite par P53 est inhibée dans les cellules transfectées de la lignée cellulaire de souris
32D qui sur-expriment les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bel-xL. (Matchenko ef 4/,
2000). Récemment, il a été montré que P53 pouvait également agir comme les protéines
«BH3 sensibilisateurs »; P53 se lie a2 la protéine Bcl-xI. et libére les protéines
pro-apoptotiques Bax et Bid séquestrées par Bcl-xL. (Chipuk ez 4/, 2004).

P53 agit également sur la voie apoptotique des récepteurs membranaires et active
la transcription des récepteurs Fas, DR4 et DR5 (Hofseth ¢ 4/, 2004 ; Sheikh & Huang,
2004) (figure 12).

2.5 La fonction double de c-myc: implication dans la croissance
cellulaire et ’apoptose

Sl est reconnu que la sur-exptession de c-myc contribue fortement i la
prolifération et 4 la croissance cellulaire, il est maintenant établi que la sut-expression de
Myc peut induite I'apoptose (Evan e a/, 1992 ; Thompson ez al, 1998 ; Vermeulen ¢f al.,
2003).

Inversement, la pette de I'exptression de Myc ou sa régulation négative conduit non
seulement 2 latténuation de la croissance cellulaire et du cycle cellulaire, mais contribue
également 2 la protection de la cellule contre certains mécanismes apoptotiques (Dong e
al, 1997 ; Canelles ef al, 1997 ; Genestiet ef al, 1999 ; Adachi ef @/, 2001 ; Sarkar et al,
2003).

2.5.1 Activité transcriptionnelle du géne c-myc
Le proto-oncogéne c-7yc code pour un facteur de transcription c-Myc dont le rdle
est primordial dans la progtession du cycle cellulaire (Heikkila ef a/, 1987). La protéine

Myc (64 KDa) est une phosphoptotéine nucléaire. Le domaine C-terminal (C-ter) de la
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Génes Régulation Fonctions
ARF Activée Apoptose
Cad Activée Biosyntheése des pyrimidines
Cdc25 Activée Phosphatase/ cycle cellulaire
Cycline A Activée Régulateur du cycle cellulaire
Cycline D1 Activée ou réprimée Régulateur du cycle cellulaire
Cycline E Activée Régulateur du cycle cellulaire
ISGF3y Activée Facteur de transcription
LDH-A Activée Enzyme métabolique
ODC Activée Biosynthése des polyamines
p53 Activée Facteur de transcription
C/EBPa. Réprimée Facteur de transcription
A5 Réprimée Promoteur viral
Lysozyme Réprimée Glycosidase
Albumine Réprimée Protéine sérique
Gadd 45 Réprimée Arrét de la croissance cellulaire
Ig Ep Réprimée Chaine lourde immunoglobuline
Igik Réprimée Chaine legére immunoglobuline
Trombospondin Réprimée Inhibiteur de 'angjogenése

Tableau II : Exemples de génes dont la transcription peut étre régulée par c-Myc grice a
la séquence EMS (E-box-Myc-sequence) (d’aptés Fachini & Penn, 1998 ;
Dang ¢t al, 1999).
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protéine Myc condent les régions nécessaires a la transformation cellulaire maligne, a
Papoptose ainsi qu’a lactivité transcriptionnelle de Myc. C-ter comprend un domaine
basic helix-loop-helix/leucine-zipper (b/HLH/Z), permettant Poligomérisation avec
d’autres protéines. Il contient également un site de reconnaissance spécifique a2 PADN, la
séquence CACGTG appelée E-box-Myc-sequence (EMS), présente dans les génes cibles
de Myc. L’expression de c-zyc est régulée par phosphorylation et/ou par des interactions
avec d’autres protéines comme la protéine Max, une phosphoprotéine nucléaire (Facchini
& Penn, 1998 ; Prendergast, 1999).

L’hétérodimére Myc/Max est nécessaire pour la fixation spécifique de Myc a
I'ADN ainsi que pour son activité biologique, comme I'activation de génes cibles, son tole
dans la prolifération cellulaire, la transformation cellulaire maligne et I'apoptose
(Prendergast, 1999). L'hétérodimére Myc/Max reconnait spécifiquement la séquence
EMS (Claassen et Hann, 1999). Tous les génes contenant cette séquence sont identifiés
comme pouvant voir leur transcription activée ou réprimée par Myc. A ce jour, plus de
640 génes pouvant étre activés ou réprimés par Myc ont été identifiés (tableau II)
(http://myccancergene.org ; Ben-Yosef ez al, 1998 ; Facchini & Penn, 1998 ; Dang ez al.,
1999a; O’Connell ez al, 2003 ; Zeller ¢t al, 2003).

D’autres complexes peuvent également se former. Le domaine C-Ter de Myc peut
également interagir avec d’autres protéines (YY-1, AP2, BRCA-1, TFII-I, Miz-1...) et ces
interactions peuvent influencer la liaison 2 PADN du complexe Myc/Max (Prendergast,
1999). Max peut également s'homodimériser ou former des hétérodimeres avec d'autres
protéines. Il s'agit des protéines de la famille Mad et de la protéine Mxil. Ces complexes
répriment la transctiption des génes activés par Myc en rentrant en compétition avec le

site de liaison spécifique EMS (Thompson, 1998).

2.5.2 Implication de c-myc dans la prolifération cellulaire
En général, l'expression de c-myc est corrélée avec l'activité prolifératrice de la
cellule. L'expression de c-myc peut étre stimulée par des signaux mitogenes ou par un
ajout de facteurs de croissance. Il en résulte la production massive d’ARNm et
Paugmentation de la traduction de la protéine Myc. Inversement, la privation des signaux

mitooénes s’accompagne dune chute brutale de expression de c-myc, caractérisée par une
g 7)C,
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chute des ARNm (Alexandre ef a/, 2002) et de la protéine Myc, et cela indépendamment
du cycle cellulaire (Dean ez a, 1986). En phase Go du cycle cellulaire, dans les cellules
quiescentes, le taux d'expression de c-myc reste faible voire inexistant (Dean e/ al., 1986 ;
Thompson, 1998). Le taux d'expression de c-zy¢ augmente lots du passage des cellules de
la phase G1 2 la phase S, ce qui indique que la protéine Myc est indispensable au passage
des cellules en phase S (Heikkila e a/, 1987). De plus, c-myc agit au niveau de la
transcription de génes intervenant dans la régulation du cycle cellulaire, comme les
protéines kinases cyclines-dépendantes (Cdk) (Obaya e af, 1999), et favorise également la
croissance cellulaire en supprimant la transcription de génes impliqués dans larrét de la
croissance cellulaire comme p27 (Dang ef al, 1999b).

L'altération de l'expression de c-zyc a été étudiée dans de nombreuses cellules
tumorales d’origines diverses tels que le cancer du sein, cancer du poumon, lymphome de
Butkitt, leucémie myéloide, ostéosarcomes, glioblastomes... (Nesbit ¢z aZ, 1999 ; Watanabe
et al, 1999). Dans les tissus tumoraux, une sur-expression de c-zzyc est généralement
observée, ce qui a permis de montrer qu'une régulation non controlée de c-zzyc pouvait
conduire 2 un phénotype tumoral (Nesbit ez @/, 1999).

Lorsqu’il est dérégulé, Myc est capable d’induire la transformation de différents
types cellulaires (CEF : chick embryo fibroblasts, REF : rodent embryo fibroblasts, la
lignée cellulaire murine C3H10T1/2...) (Claassen & Hann, 1999). L'activation de c-myc
ainsi que l'activation du géne K-7as sont des conséquences communes des changements
génétiques retrouvés dans une grande majorité des cancers. La coopération de ces deux
génes dans la transformation 7n vifro et la cancérogenése 7 vivo, a plusieurs fois été mise en
évidence (Classen & Hann, 1999 ; Watanabe ¢ 4/, 1999).

Des interactions protéines-protéines peuvent moduler Pactivité transformante de
Myc. Par exemple, la protéine TRRAP (Transformation/tRanscription domain-
Associated Protein) semble requise poutr promouvoir la transformation induite par Myc.
Au contraire, la protéine BIN-1 (Box-dependent myc-INteracting protein ou Bridging
Integrator-1) inhibe la transformation cellulaire induite par Myc (Claassen & Hann, 1999).
Il a également été montré que Myc activait la transcription du géne ODC (Otnithine
DéCarboxylase), un géne dont le rdle est essentiel a la prolifération cellulaire, et lié a la

prolifération anarchique des cellules pendant le processus de transformation cellulaire
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(Auvinen ez al, 1992; 2003). Myc peut également réprimer Pexpression de génes
participant a P'adhésion cellulaire (LF.A4-7 (lymphocyte function-associated antigen-1),
a3p1, Trombospondin...); la régulation négative de ces génes suppose que Myc peut
contribuer 2 la perte de linhibition de contact, un mécanisme caractéristique de la

transformation cellulaire (Claassen & Hann, 1999).

2.5.3 Implication de c-myc dans ’apoptose

L'implication de c-myc dans l'induction du processus apoptotique découverte en
1992 par Evans et ses collaborateurs fit inattendue. c-myc est un géne connu pout
promouvoir la prolifération cellulaire dans les cellules normales, il n'y avait donc pas lieu
de suspecter une relation entre l'apoptose et la prolifération cellulaire.

La lignée cellulaire de fibroblastes Rat-1/c-MycER est trés utilisée pour 'étude des
effets de la sur-expression de Myc sur apoptose. Elle est obtenue par la transfection de la
lignée cellulaire Rat-1 avec c-Myc et le domaine de liaison aux stéroides du récepteur aux
estrogenes (Myc-ER). L’activité de c-Myc est dépendante de la présence de
4-hydroxytamoxifene, qui active le récepteur ER (Genestier ez a/, 1999).

Evans et 4/, ont montré que la lignée cellulaire de fibroblastes Rat-1 échappe a
Iapoptose dans un milieu dépourvu de facteurs de croissance. Par contre, la
sur-expression de Myc dans la lignée cellulaire transfectée Rat-1/c-MycER, induit
apoptose dans les mémes conditions, 4 savoir, un milieu dépourvu de facteurs de

croissance (Evan ez a/, 1992).

La majorité des travaux a montré que Myc induit 'apoptose dans les lignées
cellulaire dans lesquelles il a été transfecté et sur-exprimé. Trés peu d’études ont démontré
que la régulation négative ou la suppression de I'expression de Myc inhibait 'apoptose
(Dong et al, 1997 ; Canelles ez al,, 1997 ; Genestier ¢# al, 1999 ; Adachi e¢f 4/, 2001 ; Sarkar
et al, 2003). Cependant, cette voie de régulation parait tout aussi importante dans la
compréhension des effets de Myc sur apoptose.

La lignée cellulaire UC est une variante de la lignée cellulaire U937, caractérisée par

une faible expression de c-Myc et une résistance a I'apoptose ; la transfection de Myc dans

ces cellules restaure I'apoptose induite par TNFo ou par anti-Fas (Dong e a/, 1997).
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Il a été montré que, dans les lymphocytes T humains activés, TGFB-1 inhibe 'apoptose et
Pexpression du ligand FasL, et diminue 'expression de Myc (Genestier ¢ ak, 1999) ; au
contraire, dans les lymphocytes T transfectés qui sur-exptiment c-Myc, I'apoptose et
Pexpression de FasL ne sont pas inhibées suite au traitement par TGFfB-1 (Genestier ez a/,
1999). De plus, la réduction de P'expression de Myc par l'utilisation d’oligonucléotides
antisens dans les cellules U937, supprime 'apoptose induite par 'étoposide, suggérant que
la réduction de Myc poutrait contribuer a la résistance a certaines substances utilisées en
chimiothérapie (Dong ez al, 1997).

Les principales études sur la régulation de I'apoptose par c-myc ont montré que

Myc pouvait interagir avec :

* la voie apoptotique mitochondriale

La sur-expression de c-Myc dans la lignée cellulaire Rat-1/c-MycER et dans les
fibroblastes embryonnaites MEF/c-MycER induit la libération du cytochrome ¢ et
amplifie 'apoptose (Juin ez al, 1999 ; Klefstrom ez al.,, 2002).

Dans les cellules normales lutéales de rat, I'augmentation de c-zyc est un facteur
initiateur de 'apoptose induite par le droloxiféne et contribue a Paugmentation du gene
pro-apoptotique bax (Leng e al, 2000). Le promoteur de bax posseéde des sites de liaison
E-box-Myc-sequence (EMS) qui suggérent que Myc peut réguler transcriptionellement
Pexpression de bax (Mitchell er al, 2000). La perte de bax dans les fibroblastes
embryonnaires de souris (MEF bax /-), implique la perte de la fonction pro-apoptotique
de c-Myc (Mitchell et 4/, 2000 ; Soucie ez al, 2001 ; Juin ez al, 2002 ; Klefstrom e al.,
2002). Cependant la réintroduction du seul domaine BH3 de bax en quantité appropriée
dans les cellules MEF bax /- semble suffisante 2 la testauration de I'activité apoptotique
de Myc (Juin ef al, 2002).

La régulation de bax par Myc n’est pas complétement élucidée. 11 semble que Myc
soit nécessaire pour lactivation de Bax et pour la libération du cytochrome ¢ dans la
lignée cellulaire Rat-1/c-MycER qui sur-exprime c-ye (Soucie ef al, 2001).

La transfection de Bcl-2 dans la lignée cellulaire Rat-1 /c-MycER, inhibe l'apoptose
induite par la sur-expression de c-Myc (Bissonnette ¢z @/, 1992 ; Fanidi ez al, 1992) et cela

sans affecter les proptiétés mitogénes de c-Myc, suggérant que Papoptose et la
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prolifération cellulaite sont deux fonctions distinctes de c-Myc (Fanidi ez 2/, 1992).
Cependant dans certains tissus épithéliaux, Bcl-2 ne peut bloquer I'apoptose induite par

c-Myc (Trudel ez a/, 1997; Prendergast, 1999).

* la voie apoptotique des récepteurs membranaires

La sur-expression de Myc augmente la sensibilité de certains récepteurs de mort
cellulaire (comme Fas, TNF, TRAIL...) a 'apoptose (Hueber ¢t a/, 1997 ; Pelengaris &
Khan, 2003). Myc peut également réguler le ligand Fas des lymphocytes T actives
(Brunner ef a/, 2000). La sut-exptession de c-Myc dans la lignée cellulaite transfectée
Rat-1/c-MycER, peut également augmenter lactivité de la protéine FADD et de la
protéine RIP, deux protéines adaptatrices des récepteurs de mott cellulaite. Dans ces
conditions, I'amplification de la voie des récepteurs membranaites dépendante de la

caspase-8, est également observée (Klefstrom ef a/, 2002).

* la voie ARF-p53

La sur-expression de Myc peut étre liée a I'induction du niveau des protéines P53
et ARF. Dans certains types cellulaites, la transcription de P53 peut étte activée par Myc
grice a la région E-box (EMS) présente dans son promoteur. Le signal transmis par Myc
a P53 peut également se faite vz la protéine ARF, qui bloque les fonctions de Mdm?2, une

protéine impliquée dans la dégradation de P53 (Henrisson ez al, 2001).

L’implication de c-myc dans la prolifération cellulaire et dans Iapoptose est
paradoxale et complexe.

Au vu des divers résultats obtenus dans Ia littérature, sur Pimplication de Myc
dans I'apoptose, il semblerait que les mécanismes de Pinduction de Papoptose par Myc
soient fonction du type cellulaite étudiés, puisque I'apoptose induite par c-myc a le plus
souvent été observée dans des lignées cellulaires construites génétiquement, de fagon 4
permettre la sur-expression de c-Myc, ce qui se révéle teés différent de ce que I'on peut
observer dans des cellules normales non génétiquement modifiées.

De plus, c-myc coopére avec de nombreux génes et protéines impliqués et/ou

dans le cycle cellulaire et dans Papoptose. La régulation de ces protéines par c-myc, est
A ipop g P p I
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ANOMALIES

PRINCIPALES TUMEURS & PATHOLOGIES

MUTATIONS
p53

bax

bak

MEFV
Frataxine
Petforine
DR4, DR5
Fas (CID95)

Fas-ligand (CD95-L)
Caspase-10
Caspase-5

NEMO (IKKy)

50% des tumeurs solides

Syndrome de Li-Fraumeni

Cancers colorectaux, estomac, hémopathies

Cancers gastriques ou colorectaux

Maladie périodique ou fiévre familiale méditerranéenne
Maladie de l’ataxie de Friedrich

Lymphohistiocytose hémophagocytaire

Cancers du sein métastatique

Hémopathies malignes

Syndrome de Canale-Smith (syndtome auto-immun
lymphoprolifératif) (type Ia)

Syndrome de Canale-Smith (type Ib)
Syndrome de Canale-Smith (type II)
Cancers du colon, de 'estomac, de 'endometre. ..

Incontinentia pigmenti

TRANSLOCATIONS CHROMOSOMIQUES

t(14;18)(q32;q21) - bcl-2
t(11;18)(q21;921) - IAP2-MLT1
t(1;18)(q22;q32) - bcl-10

Lymphomes folliculaires
Lymphomes du MALT
Lymphomes du MALT

METHYLATION DU PROMOTEUR

Caspase-8 Neuroblastomes

Apaf-1 Mélanomes métastatiques

TMS1 Cancers du sein

Tableau III : Exemples d’anomalies de genes régulateurs de la mort cellulaire dans

certaines tumeurs et pathologies (d’aptés Tamm e 4/, 2001; Solary ez

al,, 2002).
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loin d’étre complétemnent élucidée. Il a été montré que de nombreux génes interagissant

avec c-myc, contiendraient un élément de réponse a c-myc (E-Box-Myc séquence).

3 Implication du dysfonctionnement de DPapoptose dans la

cancérogenése et de diverses pathologies

Le maintien de '’homéostasie cellulaire dans les tissus résulte d’un équilibre entre le
processus de prolifération cellulaire et la mort cellulaire. Les cellules qui s’engagent dans
le processus néoplasique peuvent étre caractérisées par des dysfonctionnements des genes
qui contrdlent ces deux processus (ex: c-myc, p53...). La possibilité d’une association
entre ces lésions génétiques, un dysfonctionnement de I'apoptose et la formation de
tumeurs, a ouvert de nouveaux axes de techetche concernant le role que pourrait tenir
Papoptose dans la prévention des tumeurs (Lyons & Clarke, 1997 ; Lowe & Lin, 2000).

Il est maintenant établi que le dysfonctionnement des mécanismes apoptotiques
est impliqué dans la formation de certains cancers ainsi que dans de nombreuses maladies.

Certaines maladies neurodégénératives (chorée de Huntington, maladie de
Parkinson...), le SIDA, les hépatites fulminantes virales, les accidents vasculaires
cérébraux... résultent de la destruction massive de certaines populations cellulaires,
provoquée par un déclenchement inapproprié de 'apoptose (Thompson, 1995 ; Solary e
al, 1993 ; 2002). En revanche, le blocage de I'apoptose empéche Iélimination de cellules
anormales et contribue a leur prolifération, favorisant ainsi le processus de cancérogenese

(Thompson, 1995 ; Solary ez al, 1993 ; Solary et al, 2002).

Des translocations chromosomiques conduisant a la sur-expression de protéines
(Bcl-2...), des mutations qui altérent la séquence codante de geénes pro-apoptotiques
(bax, p53...), la méthylation des promoteurs de genes régulateurs supprimant expression
de leur protéines (caspase-8, Apaf-1...) sont associées a certaines tumeurs et pathologies
(tableau III).

L’expression des membres de la famille de protéines Bcl-2 est altérée dans de

nombreux cancers (tableau III) (Christensen ez al, 1999 ; Coultas & Strasser, 2003 ;
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Heiser e al., 2004 ; Juin e al., 2004). Le géne suppresseur de tumeur p53 est muté dans

plus de 50% des tumeurs cancéreuses (Fisher, 2001).

Les dernieres découvertes concernant l'apoptose ont ouvert de nouvelles
perspectives médicales. Différentes stratégies thérapeutiques basées sur les voies
d’activation des caspases, la fabrication de molécules modulatrices de I'apoptose
(les récepteurs de mort ou leurs ligands), la mise au point d’agents pharmaceutiques
capables de réguler ou d’activer des genes, ou des produits de génes impliqués dans les
processus apoptotiques, sont actuellement trés étudiées.

Les substances utilisées en chimiothérapie dans le traitement des cancers peuvent
cibler les voies activatrices de l'apoptose. Par exemple, un traitement avec des agents
anticancéreux NSAIDs (nonsteroidal anti-inflammatory drug) comme le sulindac ou
Iindomethacine induit 'apoptose dans les cellules tumorales de colon HCT116, avec en
paralléle une diminution de la protéine Bcelx (Zhang ez 4k,  2000).
Les cellules HCT116 Bax /- sont complétement résistantes a I'apoptose induite par un
traitement avec les NSAIDs, suggérant 'importance du maintien de certaines protéines
pro-apoptotiques dans ce genre de traitement (Zhang ez 4/, 2000).

Les expérimentations z# vitro et in vivo sur des souris ont montré que I'utilisation
d’oligonucléotides antisens bloquent les ARNm messagets de protéines anti-apoptotiques
(par exemple Bcl-2, Bcl-xi, Survivine, IAPs...) augmentait Pefficacité des traitements
anti-cancéreux #a augmentation de I'apoptose (Kiechle & Zhang, 2002 ; Juin ef a/.,
2004). Par exemple, 'utilisation ’ARNm antisens de survivine dans la lignée cellulaire
A549 (adénocarcinome de poumon), résulte en la diminution de 70% des ARNm de
survivine, avec en parallele une augmentation de lactivité de la caspase-3, de la
condensation de la chromatine nucléaire et de la fragmentation de TADN (Olie ez 4/,
2000).

La thérapie génique peut également étre utilisée en cancérogenése dans le but de
rétablir le phénotype sauvage de p53 dans les cellules cancéreuses (Tamm ef 4/, 2001 ;

Hofseth ez a/., 2004).
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4 Principales techniques d’observation et d’étude de ’apoptose

La compréhension des mécanismes apoptotiques a contribué au développement
de nombreuses techniques permettant la détection de I'apoptose a différents niveaux
(Sgonc & Gruber, 1998; Gobé & Harnon, 2001; Kiechle & Zhang, 2002).

Les techniques les plus courantes sont énumérées dans la figure 13.

* Etude de Ia morphologie cellulaire apoptotique

Les changements morphologiques typiques, comme le bouillonnement de la
membrane cytoplasmique ou la formation des corps apoptotiques peuvent étre visualisés
en microscopie optique. La condensation de la chromatine et la fragmentation de PADN
peuvent étre observées en microscopie a fluorescence apres marquage de PADN avec des
fluorochromes comme lacridine orange, le DAPI ou le réactif de Hoechst (figure 13) ;
seules les cellules viables sont perméables a ces fluorochromes. Un marquage simultané
avec le bromure d’éthidium (BET) ou a liodure de propidium (IP) permet la détection
des cellules en nécrose ou en fin d’apoptose, car ces cellules sont perméables au BET et a

PIP.

» La fragmentation de PADN

Durant Papoptose, des endonucléases spécifiques Ca?* et Mg?* dépendantes vont
cliver FADN sur les sites de jonction entre les histones. La longueur des fragments est
multiple de 180-200 paires de bases, ce qui correspond a la quantité ’ADN qui entoure
une histone. Grace au maintien de lintégrité cellulaire, les fragments d’ADN restent
localisés dans le milieu intracellulaire.

La fragmentation de PADN caractéristique de 'apoptose peut étre visualisée aprés
migration des fragments d’ADN sur un gel d’agarose. Un profil de migration de PADN
en barreau d’échelle appelé « DNA ladder » est observé (figure 13).

La fragmentation de ADN peut également étre mise en évidence par des
techniques ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) qui permettent la

quantification des fragments d’ADN dans le milieu intracellulaire.
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La méthode TUNNEL (TdT-mediated X-dUTP Nick End Labelling), est
utilisée pour la détection des cassures ’ADN en bout de brin. Ces cassures peuvent étre
détectées grice 2 un marquage enzymatique des extrémités 3’-OH, avec des nucléotides
marqués (biotine, digoxigenin (DIG), fluoresceine). Le marquage enzymatique nécessite
Penzyme TdT (déoxynucléotidyl transférase terminale) et I'analyse des cellules marquées
se fait, soit en microscopie a fluorescence, soit en cytométrie de flux.

La cytométrie de flux permet de quantifier "ADN présent dans chaque cellule, et
de définir dans quelle phase du cycle cellulaire la cellule se trouve (phase Gi, S, M, Gy).
Les cellules en apoptose présentent un contenu en ADN moins important que les cellules
normales et peuvent étre caractérisées par un pic en pré-Gi. Il est possible de détecter ce

pic aprés marquage de PADN.

» [’altération de la membrane cellulaire

Durant 'apoptose, les phosphatidylsérines sont transloquées du cytoplasme vers la
surface externe de la membrane cellulaire. L’apoptose peut étre mesurée en cytométrie de
flux patr marquage des phosphatidylsérines a ’Annexine V. L’annexine V appartient a une
famille de protéines, qui se lient préférentiellement aux phospholipides chargés
négativement, comme les phosphatidylsérines, en présence de Ca?*. Les cellules 2 analyser
sont traitées avec un colorant vital, I'iodure de propidium (IP) et avec l'annexine V
conjuguée au FITC. Trois populations cellulaires distinctes peuvent étre identifiées apres
analyse en cytométrie de flux: les cellules viables (V-IP-), les cellules apoptotiques

(V*+,IP) et les cellules nécrotiques ou en fin d’apoptose (V*,IP*) (Sgonc & Gruber, 1998).

» La mesure de la perméabilité membranaire et du potentiel mitochondrial

membranaire (AYx)

La perméabilité membranaire peut étre mesurée par chargement de la matrice
mitochondriale ou du cytosol avec la calcéine, un fluorochrome hydrophile qui ne
traverse pas la membrane mitochondriale intacte. Les variations du potentiel
membranaire (AYm) peuvent étre mises en évidence par cytométrie de flux a laide de
sondes cationiques lipophiles fluorescentes comme le [DiOCe(3)]

(3,3’-dihexyloxacarbocyanine), la thodamine 123 ou le JC-1 (5,5,6,6’-tetrachloro-1,1°,3,3’-
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tetraethylbenzimidazolcarbocyanine iodide), en raison d’une fluorescence plus faible des

cellules apoptotiques par rapport aux cellules normales (Castedo e a, 2002).

» La modification de Pexpression génique
Les techniques classiques de biologie moléculaire, comme la RT-PCR, le Northem
blotting, ... permettent la mesure de expression de génes impliqués dans la régulation de

Iapoptose.

» La mesure de P’expression de protéines

De nombreuses protéines sont impliquées dans la régulation de I'apoptose
(protéine de la famille Bcl-2, P53, Myc, cytochrome ¢, AIF...). Le Western blotting,
appelé aussi immunoblotting, permet la détection de ces protéines spécifiques grace a une
technique de migration sur gel et lutilisation d’anticorps spécifiques. Des techniques
immuno-histochimiques et ELISA, utilisant des anticorps spécifiques des protéines a

analyser, permettent également la détection de ces protéines.

s La mesure de Iactivité des caspases et de leurs substrats

Le Western blotting est couramment utilisé pour la détection du clivage
protéolytique des caspases et de leurs substrats. Pour I'étude quantitative de Pactivité des
caspases, les techniques ELISA sont préférables ; elles sont basées sur la capacité des
caspases a cliver un substrat sur un site spécifique. Le clivage du substrat entraine une

modification de la structure de la caspase qui permettra sa détection.

II1I. SUBSTANCES ETUDIEES

Dans le cadre de ce travail sur I'étude des relations entre I'apoptose et la
transformation cellulaire, nous avons étudié certains des mécanismes d’action trois

substances :
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* le zinc, en tant quinhibiteur apoptotique.

+ le di(2-ethylhexyl)phtalate (DEHP), un cancérogéne non-génotoxique chez
les rongeurs (classé 3 par I'IARC), également connu comme inhibiteur
apoptotique.

* Pacide 2,4-dichlorophenoxyacétique (2,4-D), un cancérogene non-

génotoxique (classé 2B par 'TARC).

L’étude bibliographique concernera les trois substances étudiées et leurs propriétes
toxicologiques, génotoxiques et cancérogénes, et traitera plus particuliérement de leurs
effets sur l'apoptose. Enfin, nous patlerons trés brievement des proliférateurs de

peroxysomes, dont font partie le DEHP et le 2,4-D.

1 Le zinc

Le zinc appartient aux métaux du groupe IIB de la classification périodique des
éléments. C’est un élément trace, qui participe activement au maintien de l'intégrité
fonctionnelle et structurale de la cellule.

De nombreuses protéines contenant du zinc ont été recensées et la plupart sont
des métalloenzymes de type hydratase carbonique, phosphatase alcaline, peptidase ou
alcool déshydrogénase. Le zinc joue également un role structural important dans un grand
nombre de protéines et de facteurs de transcription en doigt de zinc (Zalewski ez al., 1993;
Vasak ez al, 2000).

De ce fait, le zinc intervient dans des phénoménes biologiques aussi divers que la
synthése d'ADN, la régulation hormonale, la réparation des tissus, la lutte contre
I'oxydation et la dégradation cellulaire, la stabilisation des microtubules du cytosquelette et
de la membrane cellulaire, la mémoire, la vision, ...

La toxicité du zinc est faible (Léonard e a/, en 1986 ; IPCS, 2001). Les tests de
mutagenése classique n’ont pas mis en évidence d’effets mutagénes ni d’effets clastogenes
du zinc. Le zinc n'est pas tératogéne et une supplémentation en zinc peut empécher la
tératogénécité d'autres métaux. Par contre, une déficience en zinc est tératogene (Léonard

et al,, 1986).
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Le zinc n’est pas considéré comme cancérogéne (IPCS, 2001). La formation de
tumeuts a toutefois été observée lors d'injection de zinc a forte dose ou lors d'application
locale sur des tissus (Léonard ez a/, 1986). Il a également été montré qu'un déficit en zinc
retardait la croissance des cellules cancéteuses (Léonard ez al, 1986 ; IPCS, 2001).

Les propriétés transformantes iz vitro du zinc ont également été démontrées (Isfort ez al,

1996).

Effet du zinc sur P'apoptose

De nombreux auteurs ont rappotté le tole du zinc dans Pinhibition du processus
apoptotique (Sunderman, 1995 Seve ef al, 2002 ; Truong-tran et al, 2001). 1l a été

démontré que :

* lajout de zinc dans le milieu de culture de cellules (cellules SHE, cellules
ptémonocytiques U937, cellules de Jurkat, lignée ML-1, HLG60...) inhibe
Papoptose induite pat divers stimuli chimiques (étoposide, peroxyde d’hydrogene,
ricin...), physiques (rayonnement ultra-violet...) ou biologiques (I'NFa,
privation des facteurs de croissance...) (Alexandte e a/, 2000a ; Alexandre ¢f al,
2003 ; Fukamachi ez @/, 1998 ; Seve e al, 2002 ; Tamura e al, 2002 ; Ganju &
Eastman, 2003).

*» la déplétion en zinc ou la chélation du zinc par des chélateurs, type TPEN
(N,N, N’ N’-tetrakis-(2-pyridylmethyl)éthylene diamine), induit Papoptose 7 vivo
(Jankowski-Henning ez al, 2000) et i vitro (Sundetman, 1995 ; Nakatani ef 4/,
2000 ; Kolenko e a/, 2001). L’apoptose induite pat une déficience en zinc se
traduit par les changements morphologiques typiques de I'apoptose, tels que la
fragmentation nucléaire, la condensation de la chromatine et la formation des

cotps apoptotiques.

Le zinc exercerait ses effets anti-apoptotiques pat les mécanismes suivants :
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* interaction avec certains régulateurs de ’apoptose

Les premiers travaux concernant Pinhibition de 'apoptose par le zinc ont rapporté
que le zinc supptimait la fragmentation de ’ADN induite par I'apoptose en inhibant les
endonucléases calcium-dépendantes (Cohen & Duke, 1984).

Plus récemment, il a été démontré que linhibition des endonucléases était une
cible secondaire et que le zinc pouvait intervenir dans les phases précoces de I'apoptose,
en amont de la fragmentation de TADN (Perry ez al., 1997b).

Le zinc exerce ses effets anti-apoptotiques en agissant sur différents
compartiments cellulaites : le noyau (ex : les endonucléases Ca*/Mg?* dépendantes...),
le cytosol (ex : caspases...), les microtubules ou la mitochondrie (ex : les protéines Bax,
Bcl-2, Bak, le cytochrome c...) (figure 14) (Cohen & Duke, 1984 ; Perry ef al, 1997b ;
Fukamachi ez 2/, 1998 ; Tamura ef a/, 2002 ; Ganju & Eastman, 2003).

L’apoptose induite par un stress chimique (ricin, étoposide, peroxyde
d’hydrogéne...) peut étre inhibée par un ajout de zinc dans le milieu de culture ; dans ces
conditions, des modifications de lexpression des protéines mitochondriales de la
famille Bcl-2 peuvent étre observées (Fukamachi ez 4/, 1998 ; Ganju & Eastman, 2003).
En 1998, Fukamachi e @/, ont montré que le zinc inhibe I'apoptose induite par le
peroxyde d’hydrogéne (H2O2) dans la lignée cellulaire U937 en diminuant le ratio des
protéines Bax/Bcl-2. De plus, l'inactivation par le zinc des protéines Bak et Bax dans les
cellules ML-1 apoptotiques, empéche la libération du cytochrome ¢ ainsi que toutes les
étapes suivantes de I’apoptose (Ganju & Eastman, 2003).

Le zinc interagit également au niveau du processus protéolytique et de l'activation
de certaines caspases. Le zinc bloque le mécanisme d’activation de la caspase-3 (Perry ef
al, 1997b ; Chai ef al, 1999). Les caspase-8 et caspase-9, qui agissent en amont de la
caspase-3 et participent 2 son activation, peuvent également étre inhibées par le zinc
(Chimienti ez a/, 2001 ; Tamura ef a/, 2002).

Une fois inactivées, ces caspases sont incapables de cliver leurs substrats.
Ainsi, inhibition de la protéolyse de la PARP-1, une enzyme substrat de la caspase-3, est
observée dans différents types cellulaires (Molt4, HL60, SHE...) suite a I'ajout de zinc
dans le milieu de culture (Perry er a/, 1997b; Alexandre er al, 20002). La caspase-6

intervient dans le clivage des lamines (par exemple, des protéines de Ienveloppe
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nucléaire), une étape importante conduisant a la fragmentation de PADN. L’inhibition de
la caspase-6 pat le zinc poutrait contribuer a linhibition des changements
morphologiques apoptotiques.

D’autte patt, au moins deux études ont rapporté que le zinc interagissait avec des
protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire et/ou de prolifération
cellulaire. En 2000, Chai ef 4/, ont montré que la déplétion en zinc par le TPEN dans
trois types de lignées cellulaires différentes (LIM1215, NCI-H292 et A549) conduisait 2
Pactivation de la caspase-3 et au clivage de la protéine P21wafl/Cipl, La perte de P21 induit
Pactivité de cdk2 et provoque I'entrée prématurée en phase S du cycle cellulaire ainsi que
Pinduction de 'apoptose (Chai ¢z @/, 2000). Dans les cellules SHE cultivées en I'absence
de facteurs de croissance, l'apoptose sutvient rapidement, et une diminution de
l'expression du géne c-zyc est obsetvée ; ajout de zinc dans le milieu de culture rétablit
Pexptression de c-zzyc et inhibe I'apoptose induite par la privation des facteurs de

croissance (Alexandre ez /., 2002).

" protection contre le stress oxydatif

La supplémentation de zinc protége la cellule des dommages induits par les
substances réactives de I'oxygéne (oxyradicaux). Au contraire, la déplétion en zinc dans
les cellules 3T3 induit un stress oxydatf (Oteiza ¢z a/, 2000). De plus, les effets du TPEN
dans les cellules AEC (Airway Epithelial cells) et dans les lignées cellulaires A549 et
NCI-H292 (human lung epithelial cell lines) peuvent étre diminués de 50-60% si les
cellules sont préalablement traitées avec des antioxydants, type vitamine E, vitamine C
(Truong-Tran er @/, 2001). En 2000, Nakatani e al, ont également montré que la
chélation du zinc intracellulaite par le TPEN induit I'apoptose dans les hépatocytes de rat
en culture avec en paralléle une activation de la caspase-3 et une diminution du taux
intracellulaire de glutathion téduit (GSH). Ces effets sont supprimés par un ajout de zinc,
mais également par un ajout de N-acetyl-L-cysteine (i.e. précurseur du glutathion), ce qui
suggere que I'augmentation de la caspase-3 en réponse a la déplétion en zinc peut étre

reliée a la chute du taux de glutathion.
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2 Le DEHP etle 2,4-D : deux proliférateurs de peroxysomes

2.1 Le di(2-ethylhexyl)phtalate (DEHP)

Le DEHP est un composé de la famille des phtalates (figure 15). Il est
essentiellement utilisé comme plastifiant dans la fabrication des matieres PVC
(polychlorure de vinyle). On le retrouve dans de nombreux produits comme les
revétements de sol, les jouets, les dispositifs médicaux, les emballages alimentaires...
Il a été montré que ’homme ingérait jusqu’a 30 pg/kg de poids corporel/jour de DEHP
en tant que contaminant alimentaire (McKee e 4/, 2004). Lors d’une exposition orale, le
DEHP est hydrolysé patr des estérases et conduit a la synthése du mono-(2-ethylhexyl)
phtalate (MEHP), son métabolite le plus toxique.

Comme la plupart des proliférateurs de peroxysomes, le DEHP est
non-génotoxique puisqu’il répond négativement a tous les tests de mutagenése et de
cytogénétique classique (test d’Ames, test micronoyaux, locus HGPRT, synthése
non-programmée de I'ADN, aberrations chromosomiques, échange de chromatides
sceurs...) (IPCS, 1992 ; Doull ez 4/, 1999).

Le DEHP, longtemps classé 2B par 'TARC, a récemment été reclassé en groupe 3,
C’est-a-dire non-cancérigéne chez ’homme (IARC, 2000). De nombreuses études iz vivo

chez les rongeurs ont confirmé le caractere hépatocancérogéne du DEHP (recensées dans

Doull ¢ @/, 1999).

Deux mécanismes ont ¢été proposés pour expliquer les effets de

Phépatocancérogenése induite par le DEHP chez les rongeurs :

* linduction de la prolifération des peroxysomes.

* Jaugmentation de la prolifération des hépatocytes et de la synthése de 'ADN
associée a la suppression de I'apoptose (James ez al, 1998 ; Roberts ez al, 1998 ;
Hasmall ef 4/, 1999 ; Goll er al., 1999 ; Roberts e al., 2002 ; Boitier ef al, 2003 ;
Roberts ez 4/, 2004).
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La suppression de I'apoptose par le DEHP a été observée dans plusieurs systemes
cellulaires 7z vitro dont les cellules embryonnaires de hamster Syrien (SHE) (Dhalluin ez 4/,
1997) et les cellules de Sertoli (Kang ef 4/, 2002) et dans les hépatocytes de rongeurs 7z vivo
et iz vitro (James ez al, 1998 ; Roberts et af, 1998 ; Hasmall ¢z a/, 1999 ; Goll et al, 1999 ;
Roberts ez al, 2002 ; Boitier ez a/., 2003 ; Roberts ez al., 2004).

D’autres mécanismes sont également considérés comme des facteurs de la
cancérogenese induite par le DEHP et indépendants de la prolifération des peroxysomes,
comme l'induction de la transformation morphologique des cellules SHE (Mikalsen ef 4/,
1993 ; Tsutsui e al, 1993 ; Cruciani et al, 1999) et linhibition des communications

intercellulaires (Mikalsen ez 2/, 1993 ; Kang ez al, 2002).

Le DEHP est également incriminé comme perturbateur endocrinien et comme
toxique sur la reproduction, susceptible d’entrainer des troubles de la reproduction et du
développement (Okubo er 4/, 2003 ; Latini ez al, 2004). Les effets du DEHP sur le
systeme reproducteur ont essentiellement été étudiés sur les rongeurs (rats et soutis).
Les effets du DEHP et de son métabolite principal, le MEHP, sont majoritairement
testiculaires (cellules de Sertoli) et ovatiens (cellule de la granulosa) (Hoyer, 2001 ; Latini ez
al., 2004). Dans de nombreux cas, l'ingestion par voie orale de DEHP conduit a des
anomalies du systéme reproducteur et a 'atrophie testiculaire chez les males.

En effet, il a été montré que le DEHP intensifiait le processus apoptotique qui a
lieu durant la spermatogenése et qui permet Délimination des cellules germinales
surnuméraires ou non-fonctionnelles (Richburg ez @/, 2000) za activation de la voie des
récepteurs de mort (systeme Fas/FasL) (Lee ez al, 1999 ; Ichumira ez a/, 2003 ; Kijima ez
al.,, 2004).

2.2 L’acide 2,4-dichlorophénoxyacétique (2,4-D)
L’acide 2,4-dichlorophénoxyacétique (2,4-D) est un herbicide employé depuis une
cinquantaine d'années sur les plantes a larges feuilles et également utilisé comme
régulateur de croissance (figure 16). La toxicité de cet herbicide reste un sujet tres étudié,

de par ses effets cancérogenes et génotoxiques qui restent ambigus.
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Le 2,4-D ne s'est pas révélé mutagéne sur des cultures de cellules de mammifeéres
lors des essais de cytogénétique (abetrations chromosomiques) et de mutagencse (locus
HGPRT) (Gollapudi ¢f @/, 1999). Les essais de mutations reverses sur mutants bactériens
(test d'Ames) et de tests de synthése non programmée de 'ADN se sont eux révelés
négatifs (Charles ez a/, 1999a). Aucune augmentation significative des micronoyaux n'a été
obsetvée suite au traitement par le 2,4-D ou de ses dérivés (Charles ez a/, 1999b).
Cependant, les études concernant la synthése non progtammeée de 'ADN, P'induction
d’aberrations chromosomiques et ’échange de chromatides sceurs, restent controvetsces,
du fait de tésultats contradictoires (Kaioumova et Khabutdinova, 1998 ; Amer & Aly,
2001 ; Madrigal-Bujaidar ez 4/, 2001).

Le 2,4-D induit la prolifération des peroxysomes. Chez les rongeurs ce mécanisme
est lié 4 ’hépatocancérogenése. Suite aux études menées sur le potentiel cancérogene du
2,4-D, 'TARC a classé le 2,4-D comme cancérogene 2B (IARC, 1991).

A fortes doses (100 a2 300 mg/kg de poids corporel), le 2,4-D induit chez les
mammiféres (rats, souris, lapins, chiens, moutons, bovins, ...) des hépatites toxiques
sub-aigués responsables entre autre de nécroses locales, de la dégénérescence et de
I'atrophie des hépatocytes. Un régime de 2 ans (0-300 mg/kg/jout) chez les rongeurs et
chez le chien n’a montré aucun effet oncogénique (Chatles ez al, 1996a ; Chatles es al,
1996b ; Garabrant & Philbert, 2002). Cependant, des études épidémiologiques tendent a
montrer qu'il existerait une corrélation entre l'exposition au 2,4-D et l'augmentation de
tumeurs malignes, mais les résultats restent insuffisants pour étre significatifs (WHO,
1984 ; Garabrant & Philbert, 2002).

Il a été montré que la toxicité du 2,4-D pouvait étre renforcée par la présence
d’adjuvants dans les formulations commerciales (Holland ez a/, 2002). En 2000, une ¢tude
de Oakes & Pollack sur des fractions mitochondriales de rat (essai SMP
SubMitochondtial) a démontré que 50% de la toxicité de trois formulations commerciales
de 2,4-D était due a la présence de ces adjuvants.

La présence d’imputetés, notamment de dibenzo-p-dioxines polychlotées, qui
apparaissent lors de la synthése des herbicides chlorophénoxylés est également un facteur
important de leur toxicité (WHO, 1984 ; Oakes & Pollack, 1999 ; Holland ez 4/, 2002 ;

Arias, 2003). L’exemple le plus marquant est sans doute celui de lherbicide Agent
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Invvivo CONCENTRATIONS ANIMAUX EFFECTS ~ REFERENCES
Formulation 1.14 - 228 mg/kg Rats Wistar Destruction de l'intégrité vasculaire du thymus Kaioumova ef al,, 2001
commerciale de (organes Induction de la fragmentation de I'ADN dans les
2,4-D lymphoides) thymocytes
“Gexan” (500 g/L Augmentation de la cytotoxicité wvia une
DMA-2,4-D) augmentation de |'apoptose.
IN VITRO CONCENTRATIONS  TYPES EFFETS ~ REFERENCES
o o CELLULAIRES .....
commerciale de 1-5mM Lymphocytes Augmentation de |'apoptose détectée par la  Kaioumova et al, 2001
2,4-D (221 - 1105 pg/mL) humains méthode TUNNEL et le DNA ladder
(500 g/L DMA- et cellules de Modification du potentiel mitochondrial
2,4-D) Jurkat cells membranaire
Activation de la caspase-9
La transfection des cellules de Jurkat avec Bcl-2
inhibe I'apoptose induite par le 2,4-D
2,4-D (?) 1&2mM Cellules cérébrales Augmentation de I'apoptose détectée par la  De Moliner et al., 2002

(221 — 442 pg/mL)

granulaires

méthode TUNNEL
Libération du cytochrome ¢
Augmentation de la caspase-3

2,4-D (pure)

4,8, 16 mM
(884 — 3536 pg/mL)

HepG2

Augmentation de l'apoptose détectée par la
méthode TUNNEL et I'Annexine V
Modification du potentiel
membranaire

mitochondrial

Tuschl & Schwab, 2003

Tableau IV : Principales études concernant les effets du 2,4-D sur I'apoptose
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Orange, dont plus de 72 millions de litres ont été répandus sur plus de 3,6 millions
d’hectares pendant la guerre du Vietnam dans le but de détruire toute la végétation
(Nham Tuyet & Johansson, 2001). L’Agent Orange était constitué d’'un mélange égal de
2,4-D et de 2,4,5-T, un herbicide chlorophénoxylé également classé 2B par 'TARC. Ce
mélange  était  fortement contaminé par des dioxines, notamment la
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-para-dioxine (TCDD), classée cancérogene 1 par I'TARC.
En plus des conséquences écologiques catastrophiques, I’Agent Orange est la cause de
Papparition de forts taux de cancers dans la population vietnamienne (maladic de
Hodgkin, lymphomes non-hodgkiniens, cancer de la prostate, des poumons, des
bronches, du larynx, de la trachée...) (Frumkin, 2003) mais aussi responsable d’effets
tératogénes importants (malformations congénitales, retard mental, mortalité infantile, ...)

qui sont imputés a la TCDD (Nham Tuyet & Johansson, 2001).

Effets du 2,4-D sur I’apoptose

De fortes concentrations de 2,4-D (formulations commerciales ou matiére active)
(1-16 mM) se sont révélées induire Papoptose dans divers types cellulaites in witro
(lymphocytes humains, cellules HepG2, cerebral granule cells) et iz wviw (organes
lymphoides) (tableau 1V) (Kaioumova er a4/, 2001a ; Kaioumova e a/, 2001b ;
De Moliner ez a/,, 2002 ; Tuschl & Schwab, 2003). Dans leur étude, Kaioumova ef a/, ont
démontré que I'apoptose induite par le 2,4-D était indépendante de la voie apoptotique
des récepteurs de mort (Fas et TNFR1) et du récepteur des hydrocarbures aromatiques
polycycliques (récepteur Ah). Il semblerait que I'apoptose induite par le 2,4-D implique
préférentiellement la voie apoptotique mitochondriale puisque la chute du potentiel
mitochondrial membranaite (Aym), la libération du cytochrome ¢ Pactivation de la
caspase-3 et la fragmentation de 'ADN (tableau IV) ont été observées suite a un
traitement avec le 2,4-D (Kaioumova ez a/, 2001a ; Kaioumova ¢f a/, 2001b ; De Moliner
et al, 2002 ; Tuschl & Schwab, 2003). DiPaolo e 4/, ont également montté que le 2,4-D
formait un adduit avec une protéine de 52 kDa de la membrane mitochondriale interne,

suggérant que cet adduit était a l'origine de I'altération des fonctions mitochondriales
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COMPOSES

Agents thérapeutiques /hypolipémiants

Agents plastifiants

Herbicides

Solvents et produits industriels

Stéroides

Arémes alimentaires et produits naturels

Gemfibrozil
Clofibrate
Ciprofibrate
Fenofibrate
WY-14,643
Nafénopin

Méthyl clofénapate
BR-931

Di(2-éthylhexyl) phtalate (DEHP)
Di(2-éthylhexyl) adipate (DEHA)
Di-n-butyl phtalate (DBP)

Lactofen

Fomesafen

Acide 2,4-dichlorophénoxy acétique
Acide 2,4,5-trichlorophénoxy
acétique

Trichloroéthyléne (TCE)
Perchloroéthyléne
Paraffines chlorées

Déhydroepiandrostérone (DHEA)
Citral

Linalol
Cinnamyl antranilate

TableauV:  Exemple de composés chimiques qui provoquent la prolifération des

péroxysomes hépatiques chez les rongeurs (d’aprés Cotton ef a/., 2000)
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(DiPaolo ez al, 2001). Il a été avancé qu’a ces fortes doses, le 2,4-D exercait sa toxicité vza
une induction de l'apoptose (Kaioumova ez al., 20012 ; Tuschl & Schwab, 2003).
A notre connaissance, aucune donnée pouvant suspecter une inhibition de

Papoptose par le 2,4-D n’a été rapportée.

2.3 Les proliférateurs de peroxysomes

Les peroxysomes sont des organites cellulaires retrouvés dans la plupart des
espéces animales et dont la principale fonction métabolique est Poxydation- des acides
gras et la synthése du cholestérol (Corton ez at, 2000).

Les proliférateurs de peroxysomes hépatiques (HPPs) constituent une classe de
substances chimiques, pour la plupart non-génotoxiques et cancérogénes chez les
rongeurs (Corton e al, 2000). Les HPPs incluent des agents thérapeutiques,
hypolipémiants, des agents plastifiants, des herbicides, des stéroides, des solvants et des
produits industriels, des aromes alimentaires et produits naturels... (tableau V).
Les proliférateurs de peroxysomes induisent 'augmentation du nombre et/ou du volume
des peroxysomes dans les hépatocytes de rongeurs. Ceci est associ¢ a des altérations
hépatiques incluant une augmentation du poids du foie (hypertrophie des hépatocytes et
hyperplasie) corrélée a laugmentation des enzymes hépatiques impliquées dans le
métabolisme des acides gras (Corton ez al., 2000).

Chez les rongeurs, I'administration prolongée de la plupart des HPPs conduit 2
Pappatitions de tumeurs hépatiques (Corton et a, 2000). Comme les proliférateurs de
peroxysomes et leurs métabolites ne sont pas directement génotoxiques, différents
mécanismes ont été proposés pour expliquer la cancérogenése induite par ces substances

chez les rongeurs :

» L’altération du contrdle de la croissance des hépatocytes par
Paugmentation de la prolifération cellulaire et /ou la suppression de
Papoptose (James e al, 1998 ; Roberts ¢t al, 1998 ; Hasmall e a4/, 1999 ;
Christensen e al, 1999 ; Goll ez al, 1999 ; Roberts e al, 2002 ; Boitier e al, 2003 ;
Robetts ¢z al., 2004).
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[’augmentation de la prolifération cellulaire par les HPPs (le trichloroethylene,
le WY-14,643, P'acide dichloroacétique, l'acide trichloroacétique, ...) chez les
rongeurs est le plus souvent corrélée a 'augmentation de Pexpression de genes
régulateurs de la croissance cellulaire, comme c-7yc et cjun (Belury et al, 1998 ;

Tao et al, 2000).

* I’augmentation des dommages a PADN vza Pinduction du stress oxydant.
La prolifération des peroxysomes altere Péquilibre entre la production et la
dégradation des peroxydes, et conduit a apparition de substances réactives de
I'oxygene, comme le peroxyde d’hydrogene (H202). En 'absence de HPPs, H20,
est éliminé par la catalase, une enzyme peroxysomale ; en présence de HPPs, un
excés de HoO; peut étre a Porigine de I'altération structurale et métabolique de
certaines molécules dont la molécule ’ADN, et pourrait également contribuer a

I'initiation du processus néoplasique (Seo ez af, 2004).

La plupart des effets pléiotropiques des proliférateurs de peroxysomes sont liés
aux récepteurs PPAR (PPARa, PPARP, PPARy) (Peroxisome Proliferator-activated
Receptors) (Keller ez aZ, 2000). Succinctement, les PPs activent les récepteurs PPAR, qui
s’hétérodimérisent avec un autre récepteur, le récepteur RXR (retinoid X receptor) et se
lient 2 Pélément de réponse spécifique a PADN, PPRE, localisé dans les promoteurs de
genes régulés par les PPs (Roberts ez 2/, 2004).

PPAR-RXR + séquence régulatrice PPRE — T ARNm des génes tégulés par PPs

En absence de récepteur PPARa (souris PPAR-7), les proliférateurs de
peroxysomes sont incapables d’induire la synthése de PADN, la prolifération des
petoxysomes ou des tumeurs hépatiques. La suppression de I'apoptose par les

proliférateurs de peroxysomes dans les hépatocytes de rongeurs est également corrélée a
Pactivité du récepteur PPARa (Roberts ez al, 1998 ; Hasmall e a4/, 2000). Dans les

hépatocytes PPARa - Papoptose spontanée ou induite par TGFB1 ne peut étre inhibée

suite 4 un traitement par les proliférateurs de peroxysomes (Hasmall ¢f aZ, 2000).
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Cependant méme si Ia plupart des HPPs induisent des effets hépatotoxiques, tous
n’induisent pas systématiquement des effets hépatocancérogénes, c’est le cas du

DBP [di-n-butyl phtalate] ou du BBP [n-butylbenzyl phtalate] (Seo et al., 2004).
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Masse

Substances Formule moléculaire N° CAS Origine  solubilité Activité

Chlorure de zinc ZnCl, 136,3  7646-857  Merck Eau Sgivalbion i
inhibiteur apoptotique

Camptothécine CaoH1eNoOs 3484  7689-03-4 Sigma-Aldrich DMso  Inhibiteur des topoisomérases de type I,
inducteur apoptotique

DEHP .

; Aldrich (99% Plastifiant,
(di(2-ethylhexyl CaqH3304 390,6 117-81-7 : DMSO » ' s
phtalate) de purete) proliférateur de peroxysomes hépatiques
2,4-D Sigma (98% Herbicide
(acide 2,4-dichloro  CgH,Cl;0;Na, H,0 221,0 2702-72-9 de pureté) Eau rliteriteur 45 pero s(;mes hépati
phenoxy acétique) P P preregy patiques
BaP . . Inducteur d’adduits a I'ADN

o o DMSO &
(Benzo(a)pyrene)) Coothrz 2523 SRS Lgmedio inducteur apoptotique

o Herbicide, diphenylether
Fomesafen Ci5H10CIF3N,06S 438,5 72178-02-0 Eau proliférateur de peroxysomes hépatiques,
Luz ORFILA s .
inhibiteur apoptotique

Tableau VI : Caractéristiques générales des substances étudiées.
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B. MATERIELS et METHODES

I. PRODUITS CHIMIQUES UTILISES

Les caractéristiques générales des substances que nous avons utilisées sont

présentées dans le tableau V1. Les concentrations utilisées sont notées ci-dessous.

Concentrations

ng/mL M
BaP 0,1 04
1 4
10 40
Camptothécine 0,4 1,2 B
24D 1 a5
5 11,3
5 22,6
DEHP ) 3,9 10
9,75 25
19,5 50
Fomesafen” 5 114
10 22,8
Chlorure de zinc 136 100
17 125
204 150

II. CULTURE CELLULAIRE

1 Milieu de culture

Le milieu utilisé pour la culture des cellules embryonnaires de hamster Syrien

(SHE) est le milieu DMEM (Dubelcco's modified Eagle's medium) préparé sans rouge
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phénol (Invittogen/Gibco) (Annexe 2) auquel on ajoute 2 g/L de NaHCOs3 (Sigma) afin
que le pH du milieu soit de 7. Le milieu est ensuite filtré sur une membrane de porosité de
0,2 um et conservé pendant 3 semaines au maximum 2 4°C.

Pour la mise en cultute des cellules, le milieu DMEM est complété avec 12% de
sérum de veau feetal (Hyclone), 1% d'une solution d'antibiotiques 2 5 mg/mL de
Streptomycine et 5000 IU/mL de Pénicilline (Invitrogen/Gibco) et 0,2% de
d’antimycotiques Fungizone®, une solution d’Amphotéticine B a 250 pg/mlL

(Invitrogen/Gibco). On appellera ce milieu « le milieu complet ».

2 Les cellules embryonnaires de hamster Syrien (SHE)

Les cellules embryonnaires de hamster Syrien (SHE) sont préparées dans notre
laboratoite selon la méthode décrite par Pienta (1977) et modifiée par Elias (1989).
Cette méthode consiste 4 prélever les embryons de femelles de hamster Syrien 2 leur
treiziéme jour de gestation.

Les embryons prélevés sont sépatés de fagon a garder plusieurs lots distincts de
cellules embryonnaires. Les embryons sont rincés avec du PBS (137 mM NaCl ;
2,7 mM KCl; 8,1 mM Na;HPOs ; 14,7 mM KHPOs ; 5H20 ; pH 7,4).

Les tissus déja différenciés comme les yeux, le cceur et les viscéres sont retirés.
Les embtyons sont ensuite découpés finement et puis digérés avec une solution de
dispase 2 2 U/mL (10 mL) (Invitrogen/Gibco). La digestion se fait sous agitation 2 37°C
pendant 10 minutes.

Le sutnageant cellulaite de cette premiére digestion est €liminé puis la fraction
tissulaite est de nouveau soumise a deux digestions successives par 25 mL de dispase
(2 U/mL).

Les surnageants de ces deux derniéres digestions sont récupérés et filtrés sur gaze
stétile, ce qui permet Pélimination des petits fragments tissulaires non digérés. L’action de
la dispase est stoppée par 'ajout de milieu complet.

Chaque filtrat est ensuite centrifugé (1000g pendant 10 minutes). Les culots
cellulaires sont remis en suspension dans du milieu complet.

Les cellules viables sont comptées grice au test d’exclusion au bleu trypan, un

colorant ne marquant que les cellules perméables, donc mortes. Les cellules sont ensuite
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ensemencées (4.106 cellules) dans des boites de Pétri (& 10 mm) (Corning) et mises a
incuber dans une étuve thermostatée a 37°C, 10% de CO: et saturée en humidité.
Le milieu de culture est renouvelé toutes les 24 heures.

Quand le tapis cellulaite est 4 confluence (en général, 48 a 72 heures aptes
Pensemencement), les cellules sont rincées avec du Tampon PBS. Le tapis cellulaire est
dissocié 4 P'aide d'une solution de trypsine (Invitrogen/Gibco), en solution a 0,25% (w/v)
dans du PBS (5 minutes au maximum a 37°C). Les cellules sont a nouveau centrifugées 2
250g pendant 10 minutes afin d'éliminer toutes traces de trypsine et remises en suspension
dans du milieu complet.

Elles sont ensuite congelées 4 raison de 1,5.106 cellules par tube dans un milieu de
congélation (milieu DMEM complété avec 10% de diméthyl sulfoxide (DMSO ; Prolabo)
et 10% de SVF). La congélation se fait par paliers progressifs : %2 heure 2 4°C, 4 heures 2
-20°C et une nuit 4 -80°C. Puis, elles sont mises dans de l'azote liquide (-170°C) et
peuvent étre conservées au maximum deux ans.

Les cellules sont testées pat un ou deux repiquages (culture primaire et secondaite,
respectivement) afin de limiter les phénoménes de dédifférenciation 7x vitro.

Le passage des cellules correspond a une trypsinisation, c’est-a-dire, une
dissociation enzymatique du tapis cellulaire par la trypsine (0,25% dans du PBS). Lots de
nos essais, les cellules ont été utilisées jusqu’a leur troisiéme passage au maximum,

c’est-a-dire qu’elles ont subit au maximum trois trypsinisations.

I1I. ESSAIS DE TRANSFORMATION CELLULAIRE IN VITRO

Ce essai a court terme consiste 2 étudiet la motphologie des colonies de cellules,
ensemencées en densité clonale, qui se sont développées pendant les sept jours de
clonage, et au couts desquels, les cellules ont été exposées a I'une des substances étudiées.

Les cellules utilisées pour les essais de transformation cellulaire sont les cellules
embryonnaires de hamster Syrien. Chaque lot cellulaite obtenu ptécédemment,
correspondant chacun 2 un embtyon, est testé pour évaluer Vefficacité de clonage (EC) et

la transformation morphologique (Tf) induite par 1 ug/mL (4 uM) de benzo(a)pyrene

50



Expansion
clonale

<

Ensemencement des
cellules nourriciéres
(60000 cellules/boite)

Ensemencement des

cellules cibles
(150 cellules/boite)

1¥ traitement

Renouvellement du milieu
et 2 traitement

Fixation et coloration
des cellules

Colonie normale

WY
~1

rigure
cellules SHE.

Protocole simpiifié des essais

Colonie transformée

de transformation morphologique des



Matériels et Méthodes

(BaP), une substance couramment utilisée comme témoin positf lors des essais de
transformation cellulaire, classée cancérogéne 2A par 'TARC.

Les lots de cellules qui présentent 3 la fois, les meilleurs taux pour la
transformation cellulaire et Pefficacité de clonage sont utilisés pour servir de stock de
cellules cibles pour les essais de transformation cellulaire.

Une partie des lots de cellules non-utilisés est irradiée (5000 rads). L’irradiation a
été réalisée dans le service de radiothérapie de la clinique Claude Betnard a Metz.
Ces cellules sont stockées dans I’azote liquide 2 raison de 10.106 par cryotube et serviront
de stock de cellules nourticiéres. Suite  Iirradiation, ces cellules sont incapables de se
diviser, mais vont fournir des facteurs nutritifs, nécessaites au bon déroulement du

clonage des cellules cibles.

1 Protocole des essais de transformation cellulaire

Généralement, 10 boites de Pétri (& 60 mm) sont utilisées par concentration
testée. Le milieu de culture utilisé est le milieu DMEM complété avec 12% de SVF, 1%
d’une solution d’antibiotiques (ampicilline et streptomycine) et 0,2% d’antimycotiques

(amphotéricin B).

Dans le cadre de cette thése, les substances suivantes ont été testées :

* Le chlorure de zinc.

» Le 2,4-D, un cancérogéne non-génotoxique, classé 2B par 'TARC.

» Le Benzo(a)pyréne, un cancérogéne non-génotoxique, classé 2A par I'TARC,

utilisé comme témoin positif lors des essais de transformation cellulaire.

A J2, on procéde i l'ensemencement de 60000 cellules nourricieres par boite de

Pétri dans un volume de 2 mL de milieu de culture (figure 17).

A J1, un volume de 2 mL contenant 150 cellules cibles, est utilisé pour ensemencer
chaque boite contenant déja les cellules nourriciéres.
Dans le cas de cellules pré-traitées avec le zin, la solution de ZnCl; est diluée

extemporanément dans le milieu de culture, et est appliquée dés I'ensemencement des
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cellules cibles a J.1.

A Jo, la substance a tester est appliquée dans un volume de 4 ml. Parallélement,
une série de boites traitées avec le BaP (1 ug/ml) setvira de conttdle positif de la
transformation cellulaire. Une série de boites sera également traitée avec le DMSO

(0,02%), le témoin solvant utilisé pour nos essais avec le fomesafen et le BaP.

A J3, le milieu culture est 6té et l'on procéde a une seconde application de la
substance 2 tester (4 mL). Les concentrations de la substance testée et des témoins, sont

identiques a celles appliquées a JO0.

A J7, le milieu est 6té et les boites sont rincées avec du PBS. Les cellules sont
ensuite fixées a ’éthanol absolu pendant 10 minutes puis colorées au Giemsa (solution de

bleu azur-éosine-bleu de methyléne) (10% dans P'eau MilliQQ) pendant 20 minutes.

2 Etude quantitative de la transformation cellulaire morphologique

Les colonies transformées sont différenciées des colonies normales, par une
croissance anarchique des cellules. Les cellules transformées sont caractérisées par un
enchevétrement et une superposition des cellules. Ces cellules présentent également une
augmentation du ratio noyau/cytoplasme, ainsi qu’une augmentation de la basophilie, qui

confére a la colonie une couleur sombre, aprés coloration avec le Giemsa.

Dans le but dune évaluation quantitative de la transformation cellulaire (Tf), de
Pefficacité de clonage (EC) et par conséquent de la toxicité des produits testés, deux

indices sont utilisés (DiPaolo, 1980) :

" le taux de transformation (Tf) : il correspond au pourcentage du rapport du
nombre de colonies transformées sur le nombre de colonies formées. Il permet
d'évaluer la capacité dune substance testée a transformer des colonies
présentant un phénotype normal en colonies présentant un phénotype

néoplasique.
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* 'efficacité de clonage (EC) : elle correspond au pourcentage du rapport du
nombre total de colonies obtenues sur le nombre de cellules ensemencées.
Elle est exprimée en poutcentage. L'efficacité de clonage permet d'évaluer la

capacité des cellules 3 former des colonies sur un milieu intoxiqué ou non.

Le test statistique utilisé pour 'analyse des résultats est un test statistique du ™

IV. DETECTION DE L’APOPTOSE

1 Etude de la morphologie des cellules en apoptose

Cette technique permet d’évaluer de fagon quantitative I'apoptose dans les cellules
SHE, aptrés matquage de la chromatine des cellules avec des fluorochromes, acridine
orange (Molecular Probes) et bromure d’éthidium (Sigma).

Pour le traitement, 2.106 cellules pour chaque concentration testée, sont mises en
culture dans des boites de Pétri (& 60 mm) dans du milieu DMEM complété avec 5% de
sérum. Aprés traitement, le milieu de culture est gardé de fagon a récupérer les cellules qui
se seraient décollées pendant le traitement. Les cellules sont técupérées par trypsinisation,
et sont centrifugées 4 1000g pendant 10 minutes. Le culot est ensuite remis en suspension
dans du tampon PBS. L’étude des caractéristiques morphologiques de I'apoptose dans les
cellules est réalisée en microscopie a fluorescence a 495 nm, apres marquage de la
suspension cellulaite par un mélange de fluorochromes : acridine orange (150 pg/mL) et
de bromure d’éthidium (250 pg/mlL). Les cellules viables ne sont perméables qua
Pactidine orange et présentent une coloration verte de leur noyau. Les cellules mortes ou
en fin d’apoptose sont petméables au bromure d’éthidium et présentent une coloration
rouge de leur noyau. Les cellules non apoptotiques sont caractétisées par une chromatine
homogene tandis que les cellules apoptotiques sont caractérisées par une chromatine
condensée et/ou une fragmentation nucléaire (figure 18).

Le taux d’apoptose est exprimé patr le pourcentage de cellules présentant une

morphologie apoptotique sut le total de cellules comptées. Chaque lecture est réalisée en
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triplicat, et vérifiée par au moins trois essais.

2 DNA ladder

La fragmentation internucléosomiale de PADN par des endonucléases spécifiques,
reste un des marqueurs les plus utilisés pour la mise en évidence de Papoptose.
Elle engendte des fragments multiples de 180-200 pb, ce qui donne en électrophorése un
profil en barreau d’échelle (DNA ladder) (figure 19). Ceci différencie I'apoptose de la
nécrose qui induit une fragmentation aléatoire de PADN.

Les cellules (7.104 cellules par concentration testée) sont mises en culture dans des
boites de Pétri (¥ 60 mm) dans du milieu DMEM complété avec 5% de SVE.
Aprés traitement, le milieu de culture est récupéré. Les cellules sont grattées dans du
tampon PBS. Le milieu de cultute et les cellules sont centrifugés a 1000g pendant
10 minutes. La purification de PADN total (ADN fragmenté et ADN non fragmenté) est
réalisée 3 I'aide du kit de détection « suicide track » (Oncogene) selon les instructions du
fournisseur. La composition exacte des solutions du kit n’est pas indiquée par le
fabriquant.

[’ADN est extrait des cellules par un tampon de lyse fournit avec le kit.
Aprés dégradation des ARN et isolation de 'ADN, PADN est précipité rapidement 2a
Pisopropanol grice a un co-précipitant (Pellet Paint®). Le mélange est ensuite centrifugé a
15000g pendant 10 minutes. Le culot ’ADN obtenu est lavé avec de I’éthanol a 75% puis
remis en suspension dans le tampon de resuspension fourni avec le kit. L’ADN est mis a
migrer sur un gel d’agarose (1,5% (w/v)) contenant 0,1 pg/mL de bromure d’éthidium
dans le tampon TAE (Ttis-Acetate-EDTA : 121,5 g Ttis base ; 28,5 mL d’acétique glacial ;
100 mL d’une solution EDTA 4 500 mM, pH 8; 1 litre d’H20). L’ADN de haut poids
moléculaire ainsi que PADN fragmenté sont visualisés par une exposition sous les

ultra-violets (UV).
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V. ETUDE DE L’EXPRESSION DES GENES BCL-2, BAX ET C-MYC
EN RT-PCR

La méthode en RT-PCR (Reverse Transcription and Polymerase Chain Reaction)
permet d'analyser le taux d'ARNm spécifique d'un géne étudié. Cette technique consiste a
rétrotranscrire de 'ARNm en sa séquence codante d'ADN (ADNc). Une fois la séquence
d'ADNCc obtenue, elle est amplifiée par PCR (Polymerase Chain Reaction), une technique
d'amplification enzymatique 7# vizro. L'amplification est réalisée par une série de cycles de
téplication faisant intervenir un couple d'amotces spécifiques du géne étudié et doit
permettre d'obtenir une quantité d'ADN suffisante pour I'analyse de l'expression du gene
étudié. Les génes que nous avons étudiés lors de cette étude sont les genes bel-2, bax et

C-772)C.

1 ‘Traitement des cellules SHE

Les cellules sont mises en culture, a raison 2.106 cellules par boite de Pétri
(@ 60 mm) dans du milieu DMEM complété avec 5% ou 10% de SVF, selon les
substances testées. Les substances 2 étudier sont diluées extemporanément dans le milieu
de culture. Aprés traitement, le milieu de culture est ensuite récupéré. Les cellules sont
grattées dans du tampon PBS 2 l'aide d'un grattoir préalablement trempé dans une
solution 4M de guanidine thiocyanate (GATC) (Euromedex), qui empéche I'action des
RNAse. Le tout est récupéré puis centrifugé a 1000g a 4°C pendant 10 minutes.
Les cellules sont remises en suspension dans 100 pL. de GATC puis congelées a -80°C en

vue d'une utilisation ultérieure.

2 Extraction des ARN totaux

L'extraction des ARN totaux se fait par une extraction au phénol-chloroforme.
Afin de lyser les cellules, on ajoute 4 chaque échantillon cellulaire récupéré 300 pL
d'Extract All (Eurobio), un produit 4 base de phénol. Les échantillons sont lysés pendant

5 minutes 2 température ambiante, puis 80 uL de chloroforme sont ajoutés au lysat
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cellulaite. Le mélange est vortexé pendant 15 secondes puis centrifugé (12000g
10 minutes, 4°C). On distingue trois phases :

» une phase translucide correspondant aux ARN.

» une phase blanche correspondant a 'ADN.

*» une phase rose correspondant aux protéines.

La phase supérieure translucide contenant les ARN est récupérée et on y ajoute un
volume équivalent d'isopropanol (200 pL). On laisse précipiter les ARN pendant
30 minutes 4 température ambiante. Les échantillons sont ensuite centrifugés (12000g,
5 minutes, 4°C). Le culot est lavé dans 400 pL d'éthanol 75% et passé au vortex.
On procéde i une nouvelle centrifugation a 12000z pendant 5 minutes. Le culot
contenant les ARN est séché a Pair puis repris dans 20 pL d'une solution de diéthyl

pyrocatbonate (DEPC ; Sigma) 4 0,1%, qui protege de I'action des RNAses.

3 Dosage et vérification de l'intégrité des ARN totaux

Afin de déterminer la quantité d'ARN que l'on récupére, on procede 4 un dosage
spectrophotométrique. Les échantillons sont dilués dans de l'eau DEPC (1 /200).
Deux dosages sont effectués a deux densités optiques différentes :

» un dosage 2 260 nm cotrespondant au dosage des ARN.

*» un dosage 4 280 nm correspondant au dosage des protéines.

On considére que 'ARN récupéré est put si le rapport de la po260 nm/po280 nm
est supérieur ou égal a 1,8. Sachant qu'une unité de DO a 260 nm cotrespond 2 40 pg/mL
d'ARN, on déduit la concentration en ARN récupéré. La concentration en ARN des
échantillons est alors ajustée 2 0,5 pg/pl. dans de l'eau DEPC, ce qui constitue la
concentration minimale requise pour les étapes d'amplifications ultétieures.

L'intégrité des ARN totaux obtenus est vérifiée par une électrophorése sur un gel a
1% d'agarose dans du tampon TAE contenant 0,1 ug/mL de bromure d'éthidium (BET).
A 2 uL d'échantillon d'ARN sont ajoutés 10 uL de tampon de charge spécifique aux ARN

(solution de colorant bleu au xyléne cyanol dans 5% de glycérol), nécessaire a la

migration.
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4 La transcription reverse (RT)

La transcription reverse est réalisée 3 I'aide du Kit d'amplification " Gene Amp "
(P.E. France). La réaction nécessite 2 uL d'échantillon ARN et s'effectue dans un volume
de 20 pL. L’amorce Oligo d(T) utilisée lors de la réaction de transcription reverse permet

de rétrotranscrire uniquement les ARNm.

Réactifs Solutions | Concentrations | Volume/20pL
stocks finales
Tampon PCR 10 x 1x 2 yL
MgCl, 25 mM 5mM 4 uL
dGTP 10 mM 1mM 2pL
dATP 10 mM 1mM 2 L
dcTP 10 mM 1mM 2 UL
dTTP 10 mM 1mM 2yl
Inhibiteur de RNAse 20 U/pL 1 U/pL 1L
Reverse Transcriptase MuL V 50 U/pL 2,5 U/uL 1L
Amorces Oligo d(T) 50 uM 2,5 uM 1L
Echantillon 0,5 pg/pL 25 ng/pL 2 UL
H,0 DEPC (0,1%) 1L

Le programme du thermocycleur pour la Reverse Transcription est constitué de
trois étapes :
» une étape d'hybridation des amorces et de transcription de I'ADNc de
30 minutes a 42°C.
» une étape de dénaturation des enzymes de 5 minutes 4 99°C.

* une étape de refroidissement et de consetvation des échantillons a 4°C.

A la suite de ce programme, 'ADNCc est prét 4 étre utilisé pour la réaction PCR.

Les échantillons peuvent étre conservés 4 -20°C en vue d'une utilisation ultérieure.

5 La réaction PCR (Polymérase Chain Reaction)

L'amplification de I'ADNc par PCR est également réalisée l'aide du Kit

d'amplification "Gene Amp" (PE France). La réaction s'effectue dans un volume de

40 pL.
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Les quantités de réactifs sont concentrées deux fois puisque l'on tient compte des

dilutions que l'on effectuera en rajoutant les amorces spécifiques du gene étudié,

l'échantillon d'ADNc et 'eau milliQ. La solution de téactifs nécessaires a la PCR sera

appelée Mix-PCR.

Mix PCR Solutions | Concentrations | Volume/20pL
stocks finales

Tampon PCR 10 x 2 X 4L

MgCl, 25mM 4 mM 3,2 L

dGTP 10 mM 0,4 mM 0,8 pL

dATP 10 mM 0,4 mM 0,8 uL

dCTP 10 mM 0,4 mM 0,8 uL

dTTP 10 mM 0,4 mM 0,8 pL

AmpliTaq DNA polymérase 5 U/uL 0,05 U/uL 0,2 UL

H,0 9,4 pL

Réactifs Solutions | Concentration | Volume/40pL
stocks finale
Mix PCR 2x 1x 10 L Mélange pour I'amplification
Amorces ler géne 10 uM 0,25 M 1L+ 1yl 1 du 1ler géne pendant X cycles,
H,0 6 pL puis le programme PCR
Echantillon 2 L J est stoppé pendant I'étape 2
Mélange pour la co-amplification

Mix PCR 2X 1x 10 pL } du 2nd géne, ajouté pendant
Amorces 2nd gene 10 uM 0,25 yM 1yl + 1L I'arrét du programme PCR pendant
H,0 8uL I'étape 2

Le programme du thermocycleur pour la PCR est constitué de quatre étapes dont

I'étape 2 est répétée X fois suivant le protocole expérimental choisi :

» Etape 1: unc phase de dénaturation de 5 minutes a 94°C.

» Etape 2 (répétée X fois suivant le protocole utilisé) :

+ une phase de dénaturation de 30 secondes a 94°C.

+ une phase d'appariement des amorces de 30 secondes a 55°C.

+ une phase d'élongation de 30 secondes a 72°C.

» Etape 3 : une phase d'élongation finale de 5 minutes a 72°C.

» Etape 4 : conservation des échantillons a 4°C.
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Geénes Séquences nucléidiques Tailledes Nombre T°C d'hybridation N° d'accession

produits  de cycles des amorces EMBL-EBI
PCR
bcl-2 5-TAT-AAG-CTG-TCA-CAG-AGG-GGC-3’ 500 bp 35 60°C AJ582074
5-TGG-ATC-CAG-GTG-TGC-AGA-TGC-3’
bax 5-TCC-ACC-AAG-AAG-CTG-AGC-GAG-3' 411 bp 40 55°C AJ582075
5-CCA-TCT-TCT-TCC-AGA-TGG-TGA-3'
c-myc 5-GAT-CAG-CTG-SAG-ATG-RTG-ACC-3’ 734 bp 40 60°C AJ582076
5-TTG-CGG-TTG-TTG-CTG-ATC-TG-3’
actine 3'-GGA-YGA-YAT-GGA-GAA-RAT-CTG-G-5' 845 bp 33 (bcl-2) 60°C (bcl-2)
3-CCT-GYT-TGC-TGA-YCC-ACA-TCT-G-5' 28 (bax) 55°C (bax)
gapdh 5-TCC-ATG-ACA-ACT-TTG-GCA-TCG-TGG-3' 377 bp 30 60°C

5-GTT-GCT-GTT-GAA-GTC-ACA-GGA-GAC-3'

Tableau VII : Caractéristiques des amorces utilisées pour les étapes de PCR.
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Il est nécessaite de réaliset en parallele de l'amplification de I'ADNc une
co-amplification d'un géne exptimé de maniére constitutive (géne da la B-actine pour bel-2
et bax ou de la gapdh pour c-myi). Cette co-amplification sert de témoin interne pour les
réactions d'amplification. Cependant, le nombre de cycles variant pour les deux genes
co-amplifiés, il faut en tenit compte lors de la programmation du thermocycleur.
Pour cela, le géne qui nécessite le plus grand nombre de cycles sera amplifi€ en premier.
Dans un premiet temps, seules les amorces spécifiques au géne amplifi€ seront ajoutées
au Mix-PCR et a l'échantillon. Suivant le nombte de cycles désirés pour I'amplification du
second géne, le thermocycleur est stoppé lors de l'étape 2 et l'on y ajoute les amorces

spécifiques.

Les séquences et les conditions d'amplification des génes étudiés, sont ptécisées
dans le tableau VII. Les génes que nous avons étudiés, n’ayant pas été séquencés chez le
hamster Sytien, nous avons choisi des amorces spécifiques en comparant les séquences
chez d’autres espéces de hamstets, le rat, la souris, ’homme... dans les banques de

données en ligne (http://www.ncbinlm.nih.gov/Genbank/index.html), et nous avons

privilégié des zones bien conservées entre les espéces. Les amorces proviennent de chez

Invitrogen (France).

L'ADN spécifique amplifié est mis en évidence par une électrophorese sur gel
d'agarose (1% dans un tampon TAE) contenant 0,1 pg/ml de bromure d'éthidium
(BET). 10 pL d'échantillon PCR sont ajoutés a 2 pL. de tampon de charge spécifique a
PADN (solution de colorant bleu au xyléne cyanol dans 50% de glycérol) et nécessaire 2 la
migration. Patallélement, on fait migrer un marqueur de taille (Furomedex) qui nous
permet d'évaluer la taille en paire de bases des produits PCR obtenus. La migration des

produits PCR est révélée sous UV et photographiée.

59



Xmn| 2009

Sca | 1890 fgv;geyj 17
\ 1 start
f1 ori Apa | 14
Aatll 20
Sph 26
BstZ | 31l
Amp’ Neo | 37
pGEM®-T Easy lacZ BstZ | 43
Not | 43
Vector T T
(E0lisha EcoR| | 52
Spe | 64
EcoR | 70
Not | 77
BstZ | 77
Pst | 88
ori Sall 90
Nele | 97
Sac | 109
Bstx | [118
Nsi | 127
141
SP6

Figute 20 : Vecteur pGEM®-T Easy utilisé pour les étapes de clonage.
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V1. SEQUENCAGE DES GENES CODANT POUR LES PROTEINES

BCL-2, BAX ET C-MYC

1 Clonage
Les étapes de clonage sont réalisées 4 Iaide du kit pGEM®-T Easy Vector system
(Promega).
Ce plasmide (figures 20 et 21) est préparé par le fournisseur par coupure du
plasmide citculaire pGEM avec 'enzyme EcoRV et Paddition d’un T (Thymidine) a
chaque extrémité terminale 3°. Les 3’-T saillants au site d’insertion augmentent Pefficacité

de la ligation des produits PCR dans le plasmide

% en évitant la recircularisation du plasmide sur lui-méme.

» en générant des extrémités cohésives adaptées aux produits PCR. En effet,
lorsque les produits PCR sont destinés 4 étre clonés, le programme de la PCR
se termine par une élongation de 10 minutes a 72°C. Ces 10 minutes
supplémentaires permettent a la Taq polymérase de générer naturellement des
extrémités Adénine protubérantes. Ces extrémités Adénine protubérantes

permettent le clonage dans le vecteur pPGEM®-T Easy Vector.

Une premiére étape de ligation consiste 2 lier le produit PCR au plasmide. 3 pL de
produit PCR sont mis en présence de 5 pL. de tampon de ligation (Rapid Ligation Buffer),
d’1 pL de T4 DNA ligase et de 50 ng de pPGEM®-T Easy Vector. Le volume est complété
4 10 pL. Le mélange est incubé pendant 1 heure 4 37°C. A lissue de I'incubation, un
aliquot de 2 pL de produit de ligation est mis en présence de 200 pL de bactéries
thetmocompétentes (E.Coli, JM109). Le mélange est incubé pendant 30 minutes dans la
glace, 50 secondes 4 42°C puis de nouveau 5 minutes dans la glace. Le choc thermique
permet insertion du plasmide dans la bactérie. On ajoute ensuite 200 pL. de LB (Lutia-
Bertani, 1 L H0, 10 g de peptone, 5 g d’extrait de levure, 5 g NaCl). Le mélange est
homogénéisé et 100 pL sont étalés sur milieu LB solide complémenté avec 100 pg/mL

d’ampicilline, et dune solution dTPTG/Xgal (100 mM Isopropyl-B-D-
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thiolglactopyranoside (IPTG) et 50 mM 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside,
100 mM (Xgal)). Les boites sont placées a 37°C pour la nuit.

L’insertion du produit PCR se fait dans la région du géne codant pour la
B-galactosidase. Cette enzyme qui produit une coloration bleue en présence de Xgal est
inactivée par cette insertion. Les clones possédant linsert seront identifiés par une
coloration blanche alots que les clones qui ne possédent pas l'insert seront bleus.

Pour une dizaine de clones recombinés, un quart de la colonie est prélevé.
Une PCR est effectuée directement sur les colonies prélevées de fagon a s’assurer de la
présence du plasmide recherché.

Les clones répondant positivement 2 la PCR sont placés dans du milieu liquide
(LB, complété avec 70 pg/mL d’ampicilline), puis placés sous agitation a 37°C pendant
une nuit. I’ADN va étre extrait d’'une partie de la culture et étre utilisé pour le
séquengage. L’autre partie est stockée 4 -80°C dans du glycérol a 80% (v/v) en cas de

besoin pour une utilisation ultérieure.

2 Extraction et purification des ADN plasmidiques

Cette étape permet I'extraction et la purification de PADN plasmidique des clones
recombinants a P'aide du kit GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma). La méthode
consiste en une lyse alcaline en présence de SDS, suivie d’une étape d’adsorption de
PADN sur une colonne comportant une membrane de silice. Toutes les étapes se
déroulent 3 température ambiante. La composition exacte des solutions n’est pas indiquée
par le fabriquant du kit.

Une partie de chaque culture (1,5 mL) contenant les plasmides des clones
recombinants est centrifugée 2 12000g pendant 5 minutes a 4°C. Les surnageants sont
¢liminés et les culots sont resuspendus dans une solution de resuspension/RNAse A
(200 pL). Les cellules sont ensuite lysées avec une solution de lyse (200 uL) par inversion
lente (5 2 10 fois) pendant 5 minutes au maximum. Une solution de neutralisation
(350 uL) est ajoutée et le mélange est homogénéisé par inversion lente pendant
10 secondes puis laissé dans la glace pendant 3 minutes. L’homogénat est ensuite
centrifugé (12000g, 10 minutes, 4°C). Les débris cellulaires, les protéines, les lipides,

PADN chromosomique vont étre précipités. Le surnageant est récupéré, transféré sur une
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colonne GenElute™ Miniprep et centrifugé (12000g, 1 minute, 4°C). Les plasmides sont
alors retenus sur la couche de silice de la colonne. La colonne est ensuite lavée avec une
solution de lavage (750 pL) pendant 5 minutes puis centrifugée (12000g, 1 minute, 4°C)
afin d’éliminer toutes éventuelles contaminations. La colonne est ensuite recentrifugée
pendant 2 minutes a 12000g afin d’éliminer toute trace d’éthanol. Une fois la colonne
séchée, PADN plasmidique est élué avec un tampon d’élution (10 mM Ttis-HC,
1 mM EDTA, pH 8) (100 pL) grice a une centrifugation (12000g, 1 minute, 4°C).
L’ADN plasmidique se trouve maintenant dans Iéluat et est prét pour le séquencage.
L’éluat peut également étre conservé a -20°C en vue d’une udlisation ultérieure.
Le séquencage de PADN est effectué par Genome Express (Meylan, France), grice aux

amotces universelles T7 et Sp6.

La recherche d’homologies entre les séquences obtenues a été effectuée i Paide du
programme FASTA (Pearson & Lipman, 1988) sur les banques de données disponibles en

ligne (http://www.infobiogen.fr). Les alignements de séquences ont été recherchés a

l'aide des programmes ClustalW.

Un numéro d’accession EMBL (http://www.ebiac.uk) a été attribué aux

séquences obtenues. Ces numéros sont notés dans le tableau VII (page 59).

VII. ETUDE DE L’EXPRESSION DES PROTEINES BCL-2 ET BAX

PAR IMMUNOBLOTTING

1 Traitement des cellules

Les cellules SHE sont mises en culture, a raison 5.106 cellules par boite de Pétri
(D 100 mm) dans du milieu DMEM complété avec 5% de SVF. Les substances 2 étudier

sont diluées extemporanément dans le milieu de culture.

2 Extraction et dosage des protéines

Aptes traitement, le milieu de culture et les cellules sont récupérés par grattage et
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centrifugés 4 1000g pendant 10 minutes 4 4°C. Le culot cellulaire est rincé dans du
tampon phosphate (PBS) puis 2 nouveau centrifugé 4 1000g pendant 10 minutes 2 4°C. Le
culot ainsi récupéré est remis en suspension dans du tampon de lyse
(50 mM Tris base ; 1 mM EDTA ; 0,2 mM PMSF; 200 mM NaCl; 0,1% SDS;
1% Ttiton X-100; 0,5 pg/ml. leupeptine ; 1 pg/mL pepstatine A). (Tous ces produits
proviennent de chez Sigma, excepté le SDS et le Tris base qui proviennent de chez
Euromedex). Le mélange est mis 2 incuber pendant 45 minutes dans la glace, puis
centrifugé 2 10000g pendant 30 minutes 4 4°C, permettant ainsi la clarification du lysat
cellulaire. Les protéines ainsi récupérées peuvent étre conservées a -80°C.

Les protéines sont ensuite dosées a I'aide du kit DC Protein Assay (Biorad), basé

sur la méthode de Lowty de dosage des protéines.

3 Electrophorése en conditions dénaturantes (SDS-PAGE)

L’électrophorése en conditions dénaturantes permet la séparation des protéines
selon leur poids moléculaire grice au sodium dodécyl sulfate (SDS), un agent dénaturant.
La concentration protéique de chaque échantillon déposé est ajustée de fagon a déposer la
méme quantité de protéine dans chaque puits. Pour I'analyse de la protéine Bax, un dépot
de 15 pg est nécessaite tandis que pour I'analyse de la protéine Bcl-2, un dépot de 30 pg
est requis.

Chaque échantillon protéique est mélangé a un tampon de charge (1:2; v/v)
contenant du SDS (0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 ; glycérol 20% ; SDS 2% ; bleu de
bromophenol 0,003% ; B-mercaptoethanol 5%). Ce tampon de charge dénature les
protéines et leur confére une chatge négative. Les échantillons sont pottés a ¢bullition
(100°C) dans un bain-marie pendant 4 minutes.

Les échantillons sont ensuite déposés sur un gel de polyacrylamide (Ready Precast
Gel, Biorad). Le gel de polyacrylamide est composé de deux parties. Un premier gel, le gel
de concentration (ou stacking gel) contenant 4% d’acrylamide et un gel de séparation
contenant 15% d’acrylamide. Un gel de séparation a 15% d’acrylamide permet de séparer
cotrectement des protéines de Iordre d’une vingtaine de kilodaltons (kDa). Les poids

moléculaires des protéines étudiées Bax et Bcl-2 sont respectivement de 21 kDa et

26 kDa.
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Anticorps Type Isotype [ Concentration| Spécificité Fournisseurs
anti-Bcl-2 | monoclonal | Mouse IgG1 0,5 pug/mL H,C, R, S, P| BD Transduction Laboratories
Le Pont de Claix, France
anti-Bax | monoclonal | Mouse IgG1 1 pg/mL H,R,S BD Pharmingen
Le Pont de Claix, France
Tableau VIII : Caractéristiques des anticorps anti-Bcl-2 et anti-Bax utilisés lors des

Western blots. H : homme, C : chien, R : rat, S : souris, P : poulet.
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Les échantillons sont ensuite mis 2 migrer dans un tampon d’électrophotése
(25 mM de tris base ; 192 mM de glycine ; 0,1 % de SDS) pendant 30 minutes 2 200 volts.
A Yissue de I'électrophorése, le gel est récupéré puis équilibré pendant 20 minutes dans le

tampon de transfett.

4 Transfert des protéines sur une membrane de polyvinyldiene
difluoride (PVDF)

La membrane PVDF (0,2 uM, Biorad) utilisée pour le transfert des protéines est
pré-hydratée pendant 2 minutes dans du méthanol. La membrane est équilibrée dans le
tampon de transfert (25 mM de Tris, pH 8,3; 192 mM de glycine ; 20% de méthanol
v/v) ; 0,025% de SDS) pendant 20 minutes. Les protéines sont ensuite transférées sur la
membrane. L’étape de transfert se fait 4 4°C pendant 2 heures a 60 volts. Lorsque le
transfert est terminé, la membrane est récupérée puis séchée, ce qui permet une meilleure
adhésion des protéines 2 la membrane. Il est nécessaite de téhydrater la membrane

pendant 2 minutes dans le méthanol avant son utilisation pour 'immunoblotting.

5 Immunoblotting

Avant de commencer I'immunoblotting, il est nécessaire de saturer les sites non
spécifiques. La membrane est incubée pendant 1 heure 30 dans du tampon TBST-L (Ttis
buffet saline, (IBS: 8 g de NaCl; 0,2 g de KCl; 3 g de Tris base, H20), 0,1% de
Tween 20 et additionné de 5% de lait écrémé en poudre. A lissue de cette étape,
Phybridation peut commencet. Les anticorps anti-Bax (1 pg/mL) ou anti-Bcl-2
(0,5 pg/mL) sont dilués dans le tampon TBST-L (tableau VIII). La membrane est mise 2
incuber 4 température ambiante et sous agitation pendant une nuit avec I'un des deux
anticorps. Le lendemain, la membrane est récupérée puis rincée dans le tampon TBST-L
pendant 6 fois 10 minutes. L’étape de ringage terminée, ’hybridation avec I'anticorps
secondaite peut commencer. L'anticorps secondaire utilisé est un anticorps de chevre
anti-soutis couplé 2 la peroxydase; il est également dilué dans le tampon TBST-L
(1:15000). La membrane est mise 2 incuber pendant 1 heure 4 température ambiante et

sous agitation. La membrane est ensuite de nouveau rincée dans le tampon TBST
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(Tampon TBS et 0,1% de tween 20).

L’activité de la peroxydase est détectée a l'aide d’un kit de chimiluminescence
(Immun-Star™ HRP Chemiluminescent Kit, Biorad). En présence de peroxyde
d’hydrogéne, I'enzyme HRP (hotseradish peroxidase) qui est conjuguée au second
anticorps, catalyse 'oxydation du luminol, utilisé comme substrat. Quand il est oxydé, le
luminol retourne 2 son état initial, et produit de la lumiere.

I.a membrane est ensuite placée dans une cassette avec un film autoradiographique

(Kodak) pendant 2 minutes. Le film est ensuite développé (produits GBX Kodak).
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Résultats

PRESENTATION GENERALE DES TRAVAUX

Ce travail vétifie I’hypothése qu'un dysfonctionnement de apoptose favoriserait la
transformation morphologique des cellules SHE, et étudie 'expression de certains genes

impliqués dans le contréle de 'apoptose (be/-2, bax, c-myc).

Cette recherche nous a amené 4 procéder pat étapes, qui ont consiste :

* tout d’abord, 4 étudier la relation entre les effets anti-apoptotiques du zinc et son
pouvoit transformant sur les cellules SHE, ainsi que 'interaction du zinc avec
d’autres cancérogeénes. L'étude des mécanismes d’inhibition de 'apoptose par le

zinc dans les cellules SHE a ensuite été entreprise (article I et II).

*» 3 étudier les effets du DEHP sur 'apoptose dans les cellules SHE et les
mécanismes mis en jeu ; le DEHP étant connu pour induire la transformation

cellulaire (article III).
» 4 élargir I'étude du DEHP 2 un autre HPP cancérogene non-génotoxique, le

2,4-D, et 4 étudier son pouvoit transformant dans les cellules SHE, ses effets sut

Papoptose et sur Pexpression des génes be/-2, bax et c-mye (article IV).
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C. RESULTATS

I. INFLUENCE DU ZINC SUR LA TRANSFORMATION
MORPHOLOGIQUE DES CELLULES EMBRYONNAIRES DE

HAMSTER SYRIEN

Afin de vérifier Phypothése d’une relation entre Pinhibition de Papoptose et Ia
transformation néoplasique, nous avons étudié les propriétés transformantes du zinc, un
inhibiteur de Papoptose.

Les études précédentes effectuées dans notre laboratoire avaient démontré que le
zine (100 uM soit 13,6 pg/mL) inhibait apoptose induite par la privation des facteurs de
croissance dans les cellules SHE (Alexandre et al., 2002). La concentration de 100 pM de

zinc a donc été utilisée pour étudier ses effets sur Ia transformation morphologique.

Tout d’abord, nous avons démontté que le zinc (100 uM) induisait
significativement la transformation morphologique des cellules SHE suite a une

exposition de 7 jouts.

L’influence du zinc sur le potentel transformant de substances cancérogenes a
également été étudiée, notamment l'interaction du zinc avec :
» le benzo(a)pyréne (BaP), un cancérogéne génotoxique, utilisé comme conttéle
positif dans les essais de transformation morphologique des cellules SHE.
» le fomesafen, un herbicide cancérogéne non-génotoxique chez les rongeurs,
appartenant 2 la classe des diphénylethers et des proliférateurs de peroxysomes

hépatiques.
Le co-traitement du zinc avec ces cancérogenes a montré que :

*» le zinc augmente significativement (P<0,05) les effets transformant du

BaP (4 uM soit 1 pg/mL).
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» le zinc augmente significativement (P<0,05) les effets transformant du
fomesafen ainsi que Pefficacité de clonage (EC) du fomesafen (11,4 pM

soit 5 pg/mL).

L’augmentation des effets transformants du BaP par le zinc, pourtait s’expliquet
pat Paugmentation de la viabilité de cellules génétiquement altérées pat le BaP.

Nous n’avons pu démontret que les effets de synergie du zinc sur le BaP, étaient
liés 2 ses effets anti-apoptotiques. En effet, nous avons montré que le BaP induit
Papoptose, sans pouvoir mettre en évidence de blocage de ses effets apoptotiques par le
zincl,

Par contre, la synetgie zinc/fomesafen, sur la transformation cellulaire, pourtait
s’expliquer pat 'hypothése d’une inhibition de 'apoptose. En effet, le fomesafen, comme
le zinc, inhibe l'apoptose dans les cellules SHE'. Ces effets se traduisent par
Paugmentation de lefficacité de clonage dans les cellules SHE. Ces résultats
sous-entendent que 'apoptose se produirait lors de Pensemencement des cellules SHE en
densité clonale. I’inhibition de I'apoptose augmenterait la viabilité des cellules, expliquant
Paugmentation de l'efficacité de clonage. L’augmentation de la transformation cellulaire

s’expliquerait par I'augmentation de la viabilité de cellules anormales.

La seconde partie de cette étude consistait a étudier les effets du BaP et du zinc sur
Pexpression du géne c-myc - un géne impliqué dans la prolifération cellulaire et dont
Pexpression est augmentée dans certaines lignées transformées (Watets e al, 1991 ; Dean
et al, 1986) - ainsi que sur Pexpression du géne pro-apoptotique bax. Nous avons montré
que :

*» 2 la suite du traitement par le zinc et/ou le BaP, avec des concentrations de zinc
et de BaP qui induisent la transformation cellulaire, ni ’expression de c-myc, ni

celle de bax, ne sont modifiées.

! L’apoptose a été quantifiée grice 4 'analyse de la fragmentation de PADN par le BaP 2 I'aide d’un kit
ELISA. Ce kit permet de distinguer les fragments ’ADN correspondant 4 de 'apoptose (présents dans le
lysat cellulaire) des fragments d’ADN correspondant 4 de la nécrose (présents dans le surnageant). Les
fragments I’ADN ont uniquement été détectés dans le lysat cellulaire, ce qui exclut un phénomene
nécrotique. La technique du DNA ladder a également été utilisée ; elle permet la visualisation des
fragments apoptotiques de PADN aprés migration sur un gel d’agarose.
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» Une co-exposition de ces deux substances (zinc/BaP) ne modifie pas I'expression

de bax (les effets sur c-zyc restent a étudier).

Conclusion

Cette étude a démontré les effets transformants du zinc dans les cellules SHE.
Le zinc et le fomesafen sont deux substances anti-apoptotiques, et un traitement avec ces
substances augmente Ila transformation cellulaire et [Pefficacité de clonage.
Ces observations démontrent que Pinhibition de I'apoptose augmente la viabilité des
cellules altérées et contribue a la transformation cellulaire.

Cette étude confirme les propriétés transformantes du BaP, et démontre qu’un
co-traitement avec le zinc augmente significativement les effets transformants du BaP.
Une augmentation de I'apoptose a été mise en évidence suite au traitement avec le BaP,
ce qui peut étre relié au faible taux d’efficacité de clonage observé lors des essais de
transformation cellulaire. Nous n’excluons pas le fait que le faible taux d’efficacité de
clonage peut en partie étre du 4 la toxicité du BaP. L’augmentation des effets
transformants du BaP par le zinc, n’est pas liée 4 une inhibition des effets apoptotiques
du BaP par le zinc.

Les résultats obtenus sur c-myc, montrent que ce géne n’est pas impliqué dans les
phases précoces de la transformation cellulaire induite par le zinc ou par le BaP.

Dans nos conditions expérimentales, nous n’avons pas mis en évidence de

modifications de Pexpression de bax par le zinc et le BaP.

Ces travaux ont été publiés dans Toxicology Letters :
Alexandre S., Rast C., Maire M.A,, Orfila L. & Vasseur P., ZnClz induces Syrian hamster
embryo (SHE) cell transformation (2003) Toxicology Letters, 142, 77-87.

Nous avons contribué 4 cet article par Pétude de Pexpression du géne bax et par
Pétude de Papoptose par Ia technique du DNA Iadder. Nous avons également participé a

la réalisation des essais de transformation cellulaire.
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Abstract

In order to test the hypothesis of a relationship between apoptosis and neoplastic transformation, we studied the
transforming potency of zinc, known for its antiapoptotic effects. In this study, zinc chloride (100 pM) was shown to
induce morphological transformation (MT) in Syrian hamster embryo (SHE) cells. It was also tested in combination
with benzo(a)pyrene (BaP), a positive control for carcinogenicity, or fomesafen, a carcinogenic pesticide with hepatic
peroxisomal proliferation properties. A co-exposure of the two carcinogens with 100 uM zinc increased cell
transformation in SHE cells. These results were in agreement with the theory of a relationship between the inhibition
of apoptosis and induction of cell transformation. The cloning efficiency (CE) of SHE cells seeded at clonal density was
raised by zinc, fomesafen and furthermore by the mixture of the two chemicals, which could be explained by the
antiapoptotic action of zinc and fomesafen on SHE cells. No change in myc and bax expressions was observed in zinc-
treated SHE cells.

@© 2003 Elsevier Science Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: Apoptosis; Morphological transformation; Zinc

1. Introduction etiology of cancer, and the impairment of normal
cell death processes has been implicated in neo-

Apoptosis, a cell suicide pathway, is implicated plastic transformation as several studies have
in various physiological events such as cell devel- shown (Wyllie, 1992; Schulte-Hermann et al,,

opment, differentiation and the elimination of 1995; Christov et al., 1996; Wyllie, 1997). Tumor-
damaged cells (Wyllie ct al., 1980). The defective igenicity is often associated with the disruption of
regulation of apoptosis may contribute to the the genes activating apoptosis, or with the activa-
tion of antiapoptotic agents (Staunton and Gaff-

msponding author, Tel.: +33-387-37-8501; fax: +33- nejy’ 1998). Zinc has also been S-how-n 0 mt?rfere
sepiatoat B S = with the apoptotic process. While zinc deficiency
E-mail address: vasseur@sciences.univ-metz.fr (P. Vasseur). induces apoptosis in vivo and in vitro under

0378-4274/03/$ - see front matter © 2003 Elsevier Science Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/S0378-4274(02)00488-5
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certain circumstances, zinc supplementation in diet
or in culture medium blocks apoptosis in animals
and in a number of cell types, including lymphoid
cells, tumor cell lines and normal cells (Sunder-
man, 1995). In a previous study, we demonstrated
that programmed cell death in serum-deprived
Syrian hamster embryo (SHE) cells was totally
inhibited by ZnCl, (Alexandre et al., 2000). In
these cells, the addition of Zn®>* prevented the
dramatic downregulation of c-myc protooncogene
expression which follows serum deprivation (Alex-
andre et al., 2002). As zinc plays an important role
in growth regulatory processes because it may
suppress apoptosis and promote mitosis, the
mvolvement of zinc in neoplastic transformation
can be suspected.

In this work, we investigated the effect of ZnCl,
on SHE cell transformation and its influence on
the transforming potential of two carcinogens,
benzo(a)pyrene (BaP) and fomesafen, a diphenyl
ether herbicide. It could be suspected that zinc, as
an inhibitor of apoptosis may interact with carci-
nogens, but differently according to their mechan-
ism of carcinogenicity and their effects on
apoptosis. BaP is a genotoxic carcinogen, used as
a positive control in bioassays for genotoxicity and
in the SHE cell transformation assay (Tu et al,,
1986). Fomesafen is a non-genotoxic peroxisome
proliferator, responsible for preneoplastic changes
and hepatocellular carcinoma in long-term experi-
ments on rodents (Krijt et al., 1999). Apoptosis,
and the expressions of c-myc and bax were
measured within the first hours of exposure of
treated SHE cells plated at a high density inde-
pendently of the MT assay.

SHE cells, used at early passages, constitute the
basis of the in vitro transformation assay, for
detecting genotoxic and non-genotoxic carcino-
gens (Berwald and Sachs, 1963; Tu et al., 1986;
Bessi et al., 1995; Cruciani et al.,, 1997). Unlike
other cell models used to search for carcinogenic
potencies, i.e. the Balb/c 3T3 or C3H/10T,, cell
line, SHE cells are primary cells and offer the
advantages of being diploid, genetically stable,
non-tumorigenic and of having metabolic capabi-
lities of activating some classes of carcinogens
(Pienta et al., 1977; Barrett and Ts’o, 1978; Barrett
et al., 1979). The end-point used in the assay is the

morphological transformation (MT) of colonies
which develop 8 days after the seeding of SHE cells
at clonal density and their treatment. The rele-
vance of the transformed phenotype as an indi-
cator of neoplastic properties has been
demonstrated by the ability of cells derived from
morphologically transformed colonies to produce
tumors when injected into isolog animals (Berwald
and Sachs, 1963; Barrett and Ts’o, 1978; Barrett et
al., 1979; Combes et al., 1999).

In the present study, it will be shown that 100
uM zinc in the culture medium, induces MT in
SHE cells and increases the transforming effects of
BaP and fomesafen. These results are discussed in
relation to apoptosis and are in agreement with the
theory of a relationship between the inhibition of
apoptosis and induction of cell transformation.

2. Materials and methods

2.1. Chemicals

BaP (C.AS. number 50-32-8) was purchased
from Sigma-Aldrich, ZnCl, (C.A.S. number 7646-
85-7) from Merck. Fomesafen (C.A.S. number
72178-02-0) was provided by Zeneca (number
209393). BaP was dissolved in dimethylsulfoxide
(DMSO), fomesafen and ZnCl, in water. The
chemicals were diluted with culture medium just
before use. DMSO was applied at a final concen-
tration of 0.2%, which had no effect on cell
response.

2.2. SHE cell culture

Primary cells of SHEs at 13 days gestation were
prepared as described by Pienta et al. (1977) and
modified by Elias et al. (1989). Eyes and viscera
were removed and the remaining tissues were
digested by dispase (1.2 U/ml). The cells were
grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM; Gibeo) supplemented with 15% fetal calf
serum (FCS; Hyclone), 2.2 g/l NaHCO;, and
antibiotics (Gibco) at 37 °C in a 10% CO,
humidified atmosphere; no phenol red was added
in DMEM. Stock cells were preserved in liquid

7l



Résultats

S. Alexandre et al. | Toxicology Letters 142 (2003) 77-87 79

nitrogen in several ampoules and were used in the
transformation and apoptosis detection assays.

2.3. Transformation assay

The transforming effect of chemicals was stu-
died in at least three independent series of assays
according to the procedure described previously
(Tu et al., 1986; Elias et al., 1989; Lasne et al,,
1990; Bessi et al., 1994). To summarize, 150 target
cells were seeded in 60 mm Petri dishes (Corning)
with a feeder layer of 60000 X-irradiated cells in
complete medium (DMEM used for cell culture,
pH 7, supplemented with 15% fetal calf serum).
One hundred pM ZnCl, was introduced to the test
medium at this time in zinc treated cells.

Twenty four hours after seeding, BaP (1 pg/ml)
or fomesafen (1, 2.5 or 5 pg/ml) was applied, either
alone or in association with ZnCl, and left for a
period of 7 days. The medium was renewed after 3
days of treatment. Ten dishes were used per
treatment group in each series of experiment. On
day 8, plates were washed with phosphate-buffered
saline (PBS), cells were fixed with absolute ethanol
and stained with 10% aqueous Giemsa. Colonies
were scored under a stereomicroscope for cloning
efficiency (CE) and MT. MT colonies were defined
as colonies exhibiting an extensive criss-crossing
and multi-layered growth pattern of cells. Each
dish was coded and scored blind. Several indepen-
dent experiments were conducted to study the cell
transforming potency of the chemicals tested.

The frequencies of MT obtained from pooled
data sets were compared in treated cultures and
their concurrent experimental controls by means
of the y*-test. The CE of control and Zn-treated
cells was compared by using the Wilcoxon (1945)
signed rank test, which was applied on eight paired
data obtained from five independent transforma-
tion assays and three experiments which specifi-
cally studied the CE. The dose—effect relationship
in terms of an increasing linear trend for both the
MT and the CE obtained in fomesafen experi-
ments was tested by using the dose—response
Armitage (1955) trend test.

2.4. DNA fragmentation

DNA fragmentation was determined using the
‘Cellular DNA Fragmentation ELISA’ kit (Roche
Molecular Biochemicals). This assay is based on
the quantitative detection of Bromodeoxyuridi-
ne(BrdU)-labeled DNA fragments. To summarize,
after exposure to BrdU for 12 h, cells were
reseeded into a 96-well microplate (10* cells per
well) and treated for 5 h. At the end of the
exposure time, microplates were centrifuged to
collect all the cell material including possible
detached cells. Thereafter, DNA fragmentation
was measured separately in cell lysates and in
supernatants in order to identify apoptosis and to
discriminate between apoptosis and necrosis. In
this purpose, supernatants and cell lysates were
transferred separately into an anti-DNA precoated
microtiter plate and analyzed using the ELISA
procedure. After incubation, DNA was fixed and
denatured by exonuclease III (Sigma-Aldrich).
DNA fragmentation was measured spectrophoto-
metrically (at 450 and 690 nm as the reference
wavelength) after the anti-BrdU-peroxidase con-
jugate and the substrate solutions had been added.
BrdU-labeled fragments measured in cell lysate
denoted apoptotic fragmentation. Fragments re-
leased into the supernatant came from the necrotic
cells and were considered to be markers of
cytotoxicity. A serum-free DMEM medium was
used as a positive control of DNA fragmentation
related to apoptosis in SHE cells. Each condition
was tested twice in at least three independent
experiments. The Student’s 7-test was used for
statistical analysis.

2.5. RT-PCR analysis

Cells used for the RT-PCR analysis were
sampled from a monolayer during the growing
phase, 24 h after seeding. Total RNA was ex-
tracted from cells with Extract-All solution (Euro-
bio) and cDNA was synthetized from 1 pg of total
RNA using oligo d(T)¢ as a primer and MuLV
Reverse Transcriptase (50U) (Perkin--Elmer).
cDNA samples were subjected to PCR amplifica-
tion using the Perkin—Elmer kit with c-myc and
bax primers specific to the SHE cell sequences,
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GAPDH primers as an internal control for c-myc
expression and actin primers as an internal control
for bax expression. 500 pM H,O, was used as a
positive control for the induction of bax expres-
sion. The annealing temperature was 55 °C and
the sense and antisense primers used were: (1) c-
myc: GATCAGCTGSAGATGRTGACC and
TTGCGGTTGTTGCTGATCTG (product: 731
bp), (2) bax: TCCACCAAGAAGCTGAGC-
GAG and CCATCTTCTTCCAGATGGTGA
(product: 411 bp), (3) actin: GGAYGAYATGG-
AGAARATCTGG and CCTGYTTGCTGAYC-
CACATCTG (product: 845 bp), (4) GAPDH:
TCCATGACAA-CTTTGGCATCGTGG and
GTTGCTGTTGAAGTCACAGGAGAC (pro-
duct: 377 bp). RT-PCR analyses were performed
several times on different batches of SHE cells.

2.6. Detection of '‘DNA ladder’ by gel
electropheresis

The purification of fragmented and non-frag-
mented DNA was carried out using Suicide-Track
DNA Ladder Isolation kit (Oncogene) according
to the manufacturer’s instructions. To summarize,
DNA was extracted from cells with a lysis buffer.
After RNA degradation and DNA isolation, 2-
propanol was applied to precipitate DNA. Pellets
were washed with ethanol, resuspended, and
loaded onto a 1.5% agarose gel containing 0.1
pg/ml ethidium bromide. Labeled-DNA was vi-
sualized by UV illumination.

3. Results

In preliminary studies, the effects of different
concentrations of ZnCl, on the CE of SHE cells
were evaluated in order to ascertain a non-toxic
dose of Zn?>* which could be applied to SHE cells
during the 8 day period of the cell transformation
assay. While 300 uM, 1 and 10 mM ZnCl, were
highly toxic and did not allow colony formation,
100 uM ZnCl, was found not to inhibit CE in the
experimental conditions of the MT assay. This
concentration of 100 pM was used to study the
effects of zinc on the cell transformation process,
as 100 uM zinc was also shown to inhibit

apoptosis in serum starved SHE cells (Fig. 1).
Growth factor-deprived conditions induced a
DNA ladder pattern of fragmentation character-
istic of apoptosis in SHE cells, which was pre-
vented by 100 pM zinc, or 5 pg/ml fomesafen as
demonstrated in the DNA ladder assay (Fig. 1). In
contrast to zinc and fomesafen, BaP did not
modify the DNA pattern of fragmentation (results
not shown).

The results of the SHE transformation assays on
zinc-treated cells showed that the addition of 100
pM ZnCl, to the test medium significantly in-
creased the transformation frequency of SHE
colonies to 2.2%, in comparison with 0.5% in the
controls (y*-test P <0.01). This concentration
raised significantly (P <0.05) CE to 40%, com-
pared with 34% in controls (Table 1).

Fomesafen induced a dose-dependent MT of
SHE cells which was demonstrated using the
Armitage trend test (P < 10~°). The transforma-
tion frequency increased from 0.6% in the controls
to 1.7, 2.4 and 3.6% after exposure to 1, 2.5 and 5
pg/ml fomesafen, respectively. A co-exposure of

Serum 10% 0% 0% 0%
Treatment / / InCly FOM

i
Size
Markers
(pb)
2000 ey
1500 =

1000 W

Fig. 1. DNA ladder pattern of fragmentation in SHE cells
starved of serum for 8 h without or with addition of 100 pM
ZnCl; or 5 pg/ml fomesafen (FOM). DNA was prepared using
a ‘Suicide-Track DNA ladder isolation’ kit (Oncogene).
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Table 1

Effects of zinc, added to the culture medium, on CE and transformation frequency in SHE cells seeded at clonal density in the MT
assay

Zn (uM) CE (%)* Total number of colonies  Total number of transformed colonies % transformation frequency
0 2568/7500 (34%) 2568 14 0.5
100 3033/7500 (40%) 3033 66 22

Results were obtained from five independent experiments.

2 Total number of colonies in the five experiments/pooled number of seeded cells (7500 = 5 x 10 x 150, i.e. Nb experiments x Nb
dishes per concentration x Nb target SHE cells seeded).

fomesafen-treated cells to ZnCl, amplified the between the two chemicals (Fig. 2). With regard to

transformation effects which reached 2.3, 3.6 and CE, no toxicity was found with fomesafen; a
5.2% after treatment with 1, 2.5 and 5 upg/ml significant induction of CE was even noted with
fomesafen, respectively, denoting additive effects 5 pg/ml fomesafen. The dose—effect relationship of
A 3 1 Without ZnCl,
" sl 1 with ZnCl, (100uM)
<
& 40
[~
[
©
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3% 4

2% o

Transformation Rate
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1 ug/mL 2.5 pg/mL 5 ug/mL

Fomesafen Concentrations

Fig. 2. Effect of fomesafen on CE (A) and, in parallel, on MT of SHE cells (B), with and without ZnCl, (100 uM). * Transformation
rate significantly different from the respective control without fomesafen (P <0.05). # Transformation rate significantly different from
the respective control without ZnCl, (P <0.05).
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CE was shown using the Armitage trend test (P <
107%). A co-exposure to ZnCl, increased even
more significantly the colony number registered
with each concentration of fomesafen tested.

In cells exposed to BaP (1 pg/ml), an induction
of neoplastic transformation to 1.7% was regis-
tered in comparison with 0.6% in non-treated cells.
A coexposure of SHE cells to ZnCl, and BaP,
increased transformation frequency to 3.7%. The
toxicity of BaP had an effect on CE, which fell
from 35.3% in the control dishes, to 26.8% in the
treated ones (Fig. 3). The decrease in CE in BaP-
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exposed cells was not modified by Zn** applica-
tion.

BaP and fomesafen were tested alone and in
association with ZnCl, for their apoptotic effects
in SHE cells cultured at a high density (Fig. 4). The
DNA fragmentation assay demonstrated an in-
duction of apoptosis after 5 h of exposure to 1 pg/
ml BaP, which intensified with 10 pg/ml BaP.
DNA fragmentation was detected in the cell lysate
but not in the supernatant, which allowed us to
exclude any necrotic process. On the other hand,
fomesafen was shown to reduce DNA fragmenta-

Without ZnCl,

With ZnCl, (100uM)

3%

2%

Transformation Rate

0%

0 pg/mL

1 ug/mL

BaP Concentrations

Fig. 3. Effect of BaP (1 pg/ml) on CE (A) and, in parallel, on MT of SHE cells (B), with and without ZnCl, (100 uM).
* Transformation rate significantly different from the respective control (CON) without BaP (P <0.05). # Transformation rate
significantly different from the respective control without ZnCl, (P <0.05).
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Fig. 4. DNA fragmentation measured by the Cellular DNA Fragmentation ELISA kit in SHE cells exposed to BaP (1 or 10 pg/ml),
fomesafen (5 or 10 pg/ml) and serum-free medium used as a positive control. Cells exposed to BaP were compared with cells exposed to
DMSO (DMSO). Cells exposed to fomesafen (FOM) or serum-free medium (SF) were compared with untreated cells (CON).
Treatments were applied for 5 h with or without ZnCl, (100 pM). The method based on BrdU labelling of DNA allowed the
spectrophotometric quantification (450 nm) of fragments due to apoptosis in cell lysate. Results are expressed in Unit of Relative
Luminescence (URL); * results significantly different from controt cells (P < 0.05), ** results significantly different from DMSO-
treated cells (P < 0.01), # results significantly different from cells not treated with zinc (P <0.01).

tion in a significant manner at 5 and 10 pg/ml. The
results confirmed the antiapoptotic effects of
fomesafen obtained with the DNA ladder assay,
which demonstrated that 5 pg/ml fomesafen pre-
vented apoptosis in serum free medium (Fig. 1).

Hundred micromolar ZnCl, applied with either
BaP or fomesafen did not modify the results
obtained with these chemicals used alone. On the
other hand, 100 uM ZnCl, reduced the high level
of DNA fragmentation in serum-deprived SHE
cells (Fig. 4).

The gene expression of c-myc and bax measured
after 5 h of exposure to 100 pM zinc were not
modified in SHE cells seeded at a high density.
Likewise, BaP had no effect on c-myc mRNA,
which was produced at a similar level in treated
cells to that of the controls (Fig. 5). The expression
of bax in SHE cells exposed to BaP (0.1 and 1 pg/
ml) with or without 100 pM ZnCl, was not
modified, while it increased with the positive
control (500 uM H,0,) (Fig. 6). No change in c-

myc and bax expression was found with 5 pg/ml
fomesafen (results not shown).

4. Discussion

In this work, results obtained in the SHE cell
transformation assays clearly demonstrated the
implication of ZnCl, in neoplastic transformation.
However, zinc has long been recognized as being a
non-mutagenic agent with low toxicity. Though it
has been shown to induce tumors after local
injection, exposure to zinc alone is not considered
to represent in itself a carcinogenic risk to humans
(Leonard et al., 1986). Casto et al. (1979) demon-
strated that zinc chloride did not affect the fidelity
of DNA synthesis, but could enhance the fre-
quency of adenovirus transformation in SHE cells,
which corroborates the present results. The con-
centration of 100 pM zinc was shown to present
antiapoptotic effects in SHE cells. This is in
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Fig. 5. RT-PCR analyses of c-myc (A) in two different batches of SHE cells exposed during 5 h to a complete medium supplemented
or not with ZnCl, (100 uM). Measures of c-myc expression in SHE cells treated with BaP (B) at the concentration of 0.1 pug/m! (2) or |
pg/ml (3) during 5 or 24 h vs. control cells (1). gapdh presented an internal control for c-myc expression.

agreement with the concentrations found to inhibit
apoptosis in a variety of cells and ranging between
0.1 and 1 mM, as reported by several authors
(Sunderman, 1995).

Fomesafen was found to exhibit transforming
effects on SHE cells from 1 to 5 pg/ml and showed
a dose—response relationship. These transforming
properties were in agreement with its hepatic
peroxisome proliferation properties, since several

carcinogenic hepatic peroxisome proliferators
(HPPs) had been shown to induce SHE MT
(Mikalsen et al., 1990a.b; Cruciani et al., 1999).
Fomesafen prevented apoptosis as demonstrated
by an inhibition of DNA ladder pattern and of
basal DNA fragmentation. This property may
explain that fomesafen maintained cell survival
and enhanced colony formation as registered at 5
pg/ml in the transformation assay.

BaPugml) |01 [oa | 1 [ 1 |0 ] o
; H,0, CON
ZnCly (uM) 0 | 100 | o | 100 | 100 | 0
A. B.
actin
bax

Fig. 6. RT-PCR analyses of bax in SHE cells exposed during 5 h to a complete medium supplemented or not with ZnCl, (100 pM) and
BaP (0.1 or 1 pug/ml) (A). Measures of bax expression in SHE cells treated with H,0 at the concentration of 500 uM during 5 h versus
control cells (CON). actin presented an internal control for bax expression.
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Other authors studying the mechanism through
which HPP induce hepatocarcinogenicity, had also
shown apoptosis to be suppressed in hamster
hepatocytes in response to HPP treatment (James
and Roberts, 1994). Rolfe et al. (1997) concluded
that both the suppression of apoptosis and induc-
tion of mitosis may be required for hepatocarci-
nogenicity. Dhalluin et al. (1997) also
demonstrated that apoptosis was inhibited by the
HPP diethy! hexyl phthalate, when followed by a
TPA treatment and resulted in a superinduction of
ornithine decarboxylase.

Zinc and fomesafen are both antiapoptotic
chemicals, and share the property of increasing
both transformation frequency and CE. These
results are consistent with the hypothesis that the
inhibition of apoptosis, by increasing viability of
altered cells, may induce cell transformation.
Inhibiting programmed cell death in SHE cells
could favor the development of abnormal cells
which, instead of being normally eliminated,
would produce transformed colonies, resulting in
a higher level of transformation frequency.

The study confirmed the transforming potencies
of BaP on SHE cells. These positive results for cell
transformation were expected since 1 pg/ml BaP is
commonly used as a positive control in cell
transformation assay. BaP was demonstrated to
slightly induce apoptosis and this result could be
linked to the lower CE found in the transforma-
tion assay when cells were exposed to this chemi-
cal.

While zinc inhibits apoptosis induced by serum
deprivation, it does not inhibit BaP-induced apop-
tosis. Therefore, the increase in MT when cells
were exposed concurrently to BaP and ZnCl,
could not result from an inhibition of apoptotic
effects of BaP, but rather from additive effects of
zinc and BaP.

In the present study, c-myc does not appear to
be involved on the first step of the MT process in
the treated SHE cells, while c-myc expression was
found to be upregulated in some transformed cell
lines (Waters et al., 1991; Dean et al., 1986). No
change in c-myc expression was recorded after zinc
treatment of SHE cells in serum-supplemented
medium or after BaP and fomesafen treatment.

We investigated the effects of zinc on bax
expression, since zinc had been shown to suppress
the increase of Bax in apoptotic human premono-
cytic cells (Fukamachi et al., 1998). No significant
modification of bax expression by zinc was noted
in SHE cells plated at a high density. As apoptosis
may be induced by a deregulated balance between
the expression of the apoptotic oncogene bax and
the antiapoptotic oncogene bcl-2, it would have
been worthwhile to study bcl-2 expression as well
as other (anti)apoptotic agents, in order to eluci-
date the mechanism of zinc action.

In conclusion, we found that ZnCl, could
induce MT by itself or applied in a co-exposure
to BaP or fomesafen. From these results, it can be
stated that the inhibition of apoptosis, by extend-
ing the viability of altered cells, results in an
increase in transformation frequency. This study
demonstrates that inhibition of apoptosis is an
epigenetic mechanism which may lead to neoplas-
tic transformation; yet, no synergistic effects could
be demonstrated with a genotoxic carcinogen such
as BaP.

Additional studies would be necessary to deter-
mine whether zinc influences bcl-2 expression and
to elucidate mechanisms of deregulation of both
cell cycle control and of differentiation.
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II. EFFETS DU ZINC SUR L’EXPRESSION DE bcl-2, bax ET c-myc

DANS LES CELLULES EMBRYONNAIRES DE HAMSTER SYRIEN

Notre objectif était de compléter I'étude précédente, en étudiant les mécanismes
de Pinhibition de Iapoptose par le zinc dans les cellules SHE, aux concentrations

induisant Ia transformation morphologique de ces cellules.

Dans la présente étude, nous avons étudié les effets transformants du zinc
dans une gamme de concentrations supérieures 2 100 uM (100 - 150 uM soit 13,6 - 20,4
pg/mL). Une augmentation significative et dose-dépendante de la transformation
cellulaire par le zinc, a également été observée aux concentrations 125 et 150 uM,
concentrations qui se sont révélées non-cytotoxiques dans nos conditions
expérimentales.

Ces résultats justifient le choix des concentrations 100 uM et 150 uM pour I’étude

mécanistique de 'inhibition de I'apoptose par le zinc.

Nous avons étudié les effets du zinc sur :
* lexpression du proto-oncogéne c-myc, impliqué 2 la fois dans 'apoptose et dans la
prolifération cellulaire.
* sur expression de deux génes régulateurs de la voie apoptotique mitochondriale, le

géne anti-apoptotique bcl-2 et le géne pro-apoptotique bax.

Les cellules SHE ont été traitées avec 100 uM et 150 uM de zinc.
L’analyse en RT-PCR a montré :
*» une augmentation significative (/’<0.05) et dose-dépendante de Pexpression
de bcl-2.
*» une diminution significative (P<0.05) de ’expression de bax a 150 pM.
» aucun effet significatif (/’<0.05) sur ’expression de c-myc.
L’analyse pat la technique du Western blotting a confirmé Paugmentation de la
protéine Bcl-2 et la diminution de la protéine Bax, respectivement codées par les

genes bel-2 et bax.
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L’étude des effets du zinc dans les cellules traitées avec la camptothécine, un
inhibiteur des topoisomérases, a été entreptise, afin de vérifier Iétendue des effets
anti-apoptotiques du zinc, et I'implication de bc-2 et bax dans leurs mécanismes.

Dans les cellules SHE, la camptothécine induit 'apoptose v la stabilisation de la

protéine P53 (Alexandre e 4/, 20002).

Dans la présente étude, nous avons confirmé que la camptothécine (1,2 uM soit
0,4 pg/mL) induit I'apoptose des cellules SHE?, et nous avons mis en évidence par la
technique RT-PCR :
*» Paugmentation de ’expression du géne pro-apoptotique bax.

» la diminution de Pexpression du géne anti-apoptotique bcl-2.

Un co-traitement avec 150 pM de zinc inhibe les effets apoptotiques de la
camptothécine dans les cellules SHE (mesurés par Pinhibition de la fragmentation de
PADN et par la technique cytohistochimique 2 Pacridine orange) et nous avons montré
que :

» le zinc diminue Pexpression de bax induite par le traitement avec la
camptothécine (1,2 pM).
» le zinc augmente Pexpression de bcl-2, réprimée dans les cellules traitées

avec la camptothécine (1,2 uM).

Tous les produits PCR, obtenus lots de ces expérimentations, ont été séquencés.
Les résultats du séquengage ont montté que les produits PCR obtenus encodaient les

protéines attendues, c’est-a-dire Bcl-2 , Bax et c-Myec.

2 Les changements morphologiques caractéristiques de Iapoptose (condensation de la chromatine et
fragmentation de PADN) ont été observés en microscopie 2 fluorescence aprés marquage de la
chromatine avec des fluorochromes (acridine orange et BET), ainsi que par la technique du DNA ladder
qui permet la visualisation des fragments apoptotiques de PADN aprés migration sur un gel d’agarose.
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Conclusion

Les résultats obtenus ont montté que le zinc, appliqué seul ou en co-exposition
avec la camptothécine, induisait des modifications de Pexpression de génes régulateurs
de Ia voie apoptotique mitochondriale, 4 savoir, une modification du ratio bcl-2/bax, via
Paugmentation de Fexpression de bcl-2 et Ia diminution de Pexpression de bax.

Nous avons également montré que les effets du zinc sur bcl-2 se produisent 4 des
concentrations plus faibles (100 uM) que celles utilisées pour mettre en évidence les effets
sur bax (150 uM). Une action du zinc plus marquée et plus précoce sur bcl-2 que sur bax
reste 4 confirmer.

Les concentrations auxquelles nous avons mis en évidence ces effets,

correspondent aux concentrations induisant Ia transformation motphologique in vitro des

cellules SHE.
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Abstract

Zinc is involved in many physiological processes and plays a critical role in
functional and structural cell Zinc has been shown to induce morphological
transformation of Syrian hamster embryo (SHE) cells in a range of concentrations
from 100 uM to 150 pM. At these concentrations, zinc inhibited apoptosis in SHE
cells. The present study aimed to elucidate the mechanisms of zinc action on the
apoptotic pathway. Effects of 100 pM and 150 pM zinc on the expression of two
members of the Bcl-2 family proteins and on the transcription factor, c-Myc, in SHE
cells was investigated using RT-PCR. No effect on the proto-oncogene cmyc was
observed. An up-regulation of bi-2 expression was found while bax expression was
reduced. These changes have been cotroborated by immunoblotting. Effects of zinc
on bi-2/bax ratio were confirmed in apoptotic camptothecin-treated SHE cells.
Cloned and sequenced cDNAs obtained from RT-PCR amplifications allowed us to
check the RT-PCR products encoded the expected proteins. This study demonstrated
that zinc acts in the early phases of the apoptotic process through a modification of the

bel-2/ bax ratio in normal and apoptotic SHE cells.

1. Introduction

Apoptosis is an active type of programmed cell death operating in physiological
and pathological conditions such as embryogenesis, metamotphosis, cell growth
regulation and tumor regression (Wyllie, 1992 ; Kerr e al, 1993). Mechanisms of
apoptosis have been subjected to extensive research since its defective regulation have
been shown to contribute to the etiology of cancer and neoplastic transformation

(Wyllie, 1992 ; Kerr e al, 1993 ; Alexandre er 4/, 2003). Apoptosis is characterized by
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distinctive morphological cellular changes such as cell shrinkage, chromatin
condensation and DNA fragmentation (Wyllie, 1980). These changes are governed by
caspase (Cysteinyl aspartate-specific proteinase) activation (Thornberry & Lazebnik,
1998). One biological pathway leading to the activation of caspases is the
mitochondrial pathway (Green & Reed, 1998 ; Castedo ez 4/, 2002), which results in the
permeabilization of the mitochondrial membrane and the subsequent release of
cytochrome ¢ involved with Apaf-1 and pro-caspase 9 in the formation of the
apoptosome, a multi-protein complex (Cain ef 4/, 2002). In the mitochondrial pathway,
the Bcl-2 protein family acts as a checkpoint in apoptosis. This family has both
pro (e.g. Bax, Bak...) and anti (e.g. Bcl-2, Bcl-xl...) cell death properties and regulation
of apoptosis involves a dynamic balance between these two categories of proteins
(Adams & Coty, 1998 ; Chao & Korsmeyer, 1998 ; Jurgensmeier ez al, 1998 ; Botner,
2003). These proteins interact to form homodimers and heterodimers which regulate
apoptosis (Chao & Korsmeyer, 1998). The proto-oncogene c-mye, is a transctiption
factor, which has been largely reported to act in the control of normal cell
proliferation. During the last ten years, many studies have reported the dual role of
c-mye, that is, it can drive both cell proliferation and apoptotic cell death (Evan e 4/,
1992 ; Prendetgast, 1999). In the apoptotic pathway, the role of c-7yc could be closely
linked to the Bcl-2 family proteins suggesting it could act in conjunction with Bax to
ptomote apoptosis and the subsequent release of cytochrome ¢ (Soucie ¢z 4/, 2001).
It was shown that CHO cells overexpressing c-myc were protected from apoptosis by
bel-2 transfection (Bissonnette e a/, 1992).

Zinc is a well-known apoptotic inhibitor (for review Seve ez 4/, 2002 ; Truong-
tran et al, 2001). Numerous studies have shown that zinc supplementation increased
resistance to chemical apoptotic inducers or apoptosis induced by physical and
immunologic stimuli (Alexandre ez 4/, 2003 ; Fukamachi e 4/, 1998 ; Tamura ef 4/,
2002). On the other hand, zinc chelation or zinc depletion spontaneously induced
apoptosis both 7z vive (Jankowski-Henning ez 4/, 2000) and in vitro in many different
cells (Sunderman, 1995).

Zinc can affect apoptotic processes at various levels. With regard to molecular
hallmarks of apoptosis suppressed by zinc, it was first demonstrated that zinc can

prevent DNA fragmentation by inhibiting the calcium/magnesium-dependent
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endonucleases (Cohen & Duke, 1984), but recently, numerous 7z wiro studies
demonstrated that endonucleases ate a secondaty target and that zinc can act upstream
to the caspases cascade (Perry ef al, 1997). Indeed, it has been shown that zinc inhibits
the apoptotic process by maintaining caspase-3 inactive (Tamura ez a, 2002 ; Chimienti
et al, 2001). Studies in malignant cell lines have shown that zinc depletion activates
caspase-3. This activation affects the cell cycle by degrading P21 which is one of the
major regulatory proteins of the cell cycle and a substrate for caspase-3 (Chai ez al,
2000). In the case of zinc chelation by N’ N’ N’-tetrakis(2-pyridylmethyl)
ethylenediamine (TPEN), caspase-3 activation may also be coupled with the regulation
of cellular redox potential involving reduced glutathione (Nakatani ez a4, 2000).
Fukamachi e @/, reported that zinc supplementation can suppress apoptosis induced
in vitro by hydrogen peroxide in a monocyte cell line U937 through a decrease in bax
expression (1998). Alexandre e 4/, demonstrated that 100 uM ZnCl> suppressed
apoptosis in serum-deprived Syrian hamster embryo (SHE) cells and decreased c-7zyc
expression subsequent to a deficiency in growth factors (2000 ; 2003).

SHE cells ate normal diploid cells and are used in early passages to study
mechanisms of neoplastic transformation ## vitro (Berwald & Sachs, 1963 ; Pienta et a/.,
1977 ; DiPaolo & Casto, 1979 ; Elias e a/, 1989 ; LeBoeuf ez 4/, 1989 ; Bessi ef al.,
1994). The morphological transformation assay is an established 7z ziro short-term
assay which mimics the eatly steps of chemical catcinogenesis 7z ziw (Berwald & Sachs,
1963). This assay allows the detecion of both genotoxic and non-genotoxic
carcinogenic chemicals and a good cotrelation was obtained between the ability of
chemicals to induce tumours 7z viwo and SHE cell transformation 7z vitro. Moteovet,
SHE cells from transformed colonies induce tumouts when transplanted back into
hamsters (Berwald & Sachs, 1963 ; Barrett ez al, 1979 ; Combes ez al, 1999).
Zinc anti-apoptotic properties may explain why zinc, at 100 uM concentration, induced
cell transformation and potentiated the cell transforming effect of some chemical

carcinogens (Alexandre ef 4/, 2003).

In this study, zinc induces the morphological transformation of SHE cells at
100, 125 and 150 uM concentrations. Hypothesizing a relation between cell

transformation and the anti-apoptotic properties of zinc chloride, we chose these
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concentrations to study mechanisms of zinc in apoptosis. First, we investigated bc/-2,
bax, c-myc exptession in zinc-treated Syrian hamster embryo cells. We have shown an
up-regulation of 4c/-2 expression at 100 uM and 150 pM of zinc, and a decrease of bax
expression at 150 uM of zinc. The modification of the Bcl-2 and Bax protein level was
confirmed by western immunoblotting. These results suggest that zinc could target the
early phases of apoptosis through a modification of the bc/-2/bax ratio. There were no
changes in c-myc expression under the same conditions. cDNAs obtained from
RT-PCR experiments have been subjected to cloning and sequencing to check that
RT-PCR products encoded the expected proteins, Bcl-2, Bax and c-Myc. We also
demonstrated that a co-treatment with zinc inhibited the apoptotic effect of
camptothecin, a topoisomerase inhibitor known to activate the chemical pathways of
apoptosis in SHE cells (DelBino ¢f 4/, 1991 ; Larsen & Skladanowski, 1998 ; Alexandre
et al., 2000).

2. Materials and methods

2.1. SHE cell culture

SHE cells were isolated from Syrian golden hamster embryo at day 13 of
gestation using the procedure described by Pienta ez a/, (1977) and in accordance with
the modifications suggested by Elias e# 4/, (1989). Stock cells were preserved in liquid
nitrogen. After thawing, passage-2 primary cells were pre-cultured until
80% confluency. Notmal culture conditions for these cells are Dubbelco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) (Gibco) supplemented with 12% fetal calf serum (SVF)
(Hyclone) for precultute and 5% fetal calf serum (SVF) for treatment, 2 g/I. NaHCO3
and 1% antibiotics (penicilin-stteptomycin) at 37°C in a 10% CO; humidified

atmosphete and pH 7.0. No phenol red was added in medium culture.

2.2, Transformation assay
The transforming potency of zinc chloride (C.A.S. n° 7646-85-7) (Merck) was
studied in a range of concentrations from 100 uM to 150 uM in three independent

seties of assays according to the procedure previously described (Tu ef a/, 1986 ; Elias
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et al, 1989 ; Bessi ef al, 1994). To summarize, 150 target cells were seeded in 60 mm
Petri dishes (Corning) with a feeder layer of 60000 X-irradiated cells in complete
medium (DMEM used for cell culture, pH 7, supplemented with 15% fetal calf serum).
The cells were treated 24 hr after seeding with ZnCl> (100, 125 or 150 pM). The cells
were exposed to zinc for 7 days with a renewal of the medium after 3 days of
treatment. Ten dishes were used per treatment group in each series of expetiment.
At the end of cell exposure (day 8), the medium was removed and the cells were
washed with phosphate buffer saline (PBS), fixed with absolute ethanol and stained
with 10% aqueous Giemsa. Colonies were scored under a stereomicroscope for
cloning efficiency (CE) and morphological transformation (MT). The cloning
efficiency was calculated as the total number of colonies per dish in all experiments on
the total number of target cells seeded x 100. The morphological transformation
frequency was calculated as the number of transformed colonies on the total number
of colonies scored x 100. Transformed colonies were defined as colonies exhibiting an
extensive criss-crossing and multi-layered growth pattern of cells. Each dish was coded

and scored blind. Khi-2 test was used for statistical analysis.

2.3. DNA fragmentation analysis

2.3.1. Treatment

Cells used for DNA fragmentation analysis were sampled from a monolayer
during the growing phase, 48 hr after seeding. Cells were trypsinized and treated during
reseeding with camptothecin at concentration 0.4 pg/mL with or without zinc chloride
at concentration 150 pM for 8 hr. Zinc chloride (C.A.S. n°® 7646-85-7) (Metck) was
dissolved in water, then the solution was filtered using a 0.2 pM membrane.
Camptothecin (C.A.S. No. 7689-03-4) was purchased from Sigma-Aldrich and
dissolved in DMSO. DMSO was used at a final concentration of 0.016%.

2.3.2. Fluorescence microscopy
After treatment, the cells and the culture media were harvested and centrifuged
at 1000g for 10 min. Cell pellets wete stained with acridine orange (0.15 mg/mL in
PBS) and ethidium bromide (0.25 mg/mL in PBS) fluorochromes and observed using
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fluorescence microscopy (495 nm). Living cells, which are permeable only to acridine
orange, show a green nucleic staining ; dead cells permeable also to ethidium bromide
have their nuclei colored in red. The cells with a condensed or fragmented chromatin
pattern characteristic of apoptosis were counted as apoptotic, whereas those with a
homogeneous chromatin pattern were counted as normal. Apoptotic cells were
expressed as a percentage of total cells scored.

Each experiment was repeated in at least three independent series of assays.
For each experiment, 3 slides per tested concentration were used and 100 cells per slide
wete scored. Statistical differences between control and treated cells were evaluated

with Student’s #test. Differences wete considered to be significant if P<0.05.

2.3.3. DNA ladder

The purification of fragmented DNA was carried out using the Suicide-Track
DNA Ladder Isolation kit according to the manufacturer’s instructions. To summarize,
fragmented DNA was extracted from cells using a lysis buffer. After RNA degradation
and DNA isolation, 2-propanol was applied to precipitate DNA fragments.
Pellets were washed with ethanol, resuspended, then loaded onto a 1.5% agarose gel
containing 0.1 pg/mL ethidium bromide. Labeled DNA was visualized by UV
illumination.

The visualization of the DNA ladder pattern was confirmed by two

independent experiments.
2.4. RT-PCR analysis

24.1. Treatment
Cells were trypsinized and treated during reseeding with zinc chloride at
concentrations of 100 uM and 150 pM for 5 hr. The time exposure (5 hr) was chosen
according to the results of Alexandre ef 4/, who showed that apoptosis occurred
rapidly in SHE cells after growth factor deprivation and zinc chloride inhibited
apoptosis within 5 hr of treatment (2000 ; 2002).
In case of a co-treatment with zinc chloride and camptothecin, cells were

treated during reseeding with camptothecin (0.4 pg/mL) with or without zinc chloride
(150 uM) for 5 hr.
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2.4.2, Expression of bcl-2, bax and c-myc RNA

Cells used for RT-PCR analyses were sampled from a monolayer during the
gtowing phase, 48 hr after seeding. Total RNA was extracted from cells with Extract-
All solution according to the manufacturet’s instructions (Eurobio). The total RNA
was quantified by optical density measurement at 260 nm and 280 nm. The integrity of
RNA was confirmed by running 1 pg RNA on a 1% agarose gel. The cDNA was
synthesized from 1 pg of total RNA using oligo d(T) as a primer and Mul.V Reverse
Transcriptase (50U) in a volume of 20 pL. The RT-PCR program used was : 30 min,
42°C (cDNA synthesis); 5 min, 94°C (denaturation). c-DNA samples were subjected to
PCR amplification using the RNA PCR Core kit and Tag-polymerase (P.E. Applied
biosystem) with be-2 (1), bax (2) and c-myc (3) primers specific to the SHE cell
sequences, actin (4) primer and gapdh (5) primer as internal controls (Eurogentec) :
(1) bel-2 . 5-TAT-AAG-CTG-TCA-CAG-AGG-GGC-3’ and 5-TGG-ATC-CAG-
GTG-TGC-AGA-TGC-3’ (product size 500 bp), (2) bax : 5-TCC-ACC-AAG-AAG-
CTG-AGC-GAG-3’ and 5-CCA-TCT-TCT-TCC-AGA-TGG-TGA-3* (product size
411 bp), 3) c-mye : 5-GAT-CAG-CTG-SAG-ATG-RTG-ACC-3’ and 5-TTG-CGG-
TIG-TTG-CTG-ATC-TG-3’ (product size 734 bp), (4) actine : 3-GGA-YGA-YAT-
GGA-GAA-RAT-CTG-G-5 and 3-CCT-GYT-TGC-TGA-YCC-ACA-TCT-G-5
(product size 845 bp) and (5) gapdh : 5-TCC-ATG-ACA-ACT-TTG-GCA-TCG-TGG-
3’ and 5-GTT-GCT-GTT-GAA-GTC-ACA-GGA-GAC-3’ (product size 377 bp).
The choice of oligonucleotides was cattied out according to the sequences available in
GenBank.

After an initiated denaturation at 94°C for 5 min, 40 temperature cycles were
performed for bax and c-myc, and 35 temperature cycles were performed for be/-2, at
either 55°C (bax ptimers) or 60°C (be/-2 and c-myc primers) for 30 s, 72°C for 30 s and
94°C for 30 s. After the last cycle, a final extending step at 72°C for 5 min was added.

The products were electrophoresed on 1.5% agarose gel and viewed by
ethidium bromide staining. Signals were analyzed by densitometry and data were
expressed as the ratios of the transcripts corresponding to the studied gene to the
control gene (actine or gapdh).

Several independent experiments using different batches of SHE cells were

carried out to study gene expression.
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2.4.3. Statistical analysis
The mean values (+/- S.E.M; standard error mean) of the ratios of the RT-PCR
products corresponding to the gene studied on the control gene obtained in
independent experiments were analyzed. Statistical differences between control and
treated cells were evaluated with Student’s #test. Differences wete considered to be

significant if P<0.05.

2.5. ¢cDNA cloning and analysis

cDNA fragments obtained from PCR experimentations with Tag-polymerase
wete subjected to cloning and sequencing. These cDNA fragments wete cloned into
pGEM-T Easy vector (Promega) according to the manufacturer’s instructions and
using E.co# cells as bacterial strain. The vector had T7 and SP6 RNA polymerase
promoters and contained the alpha-peptide coding tegion of the enzyme
beta-galactosidase for X-Gal blue/white selection. After selecion of recombinant
clones and culture, bacteria were lysed and plasmid DNA isolation was performed
using Genelute Plasmid Mini-prep Kit (Quiagen).

Both strands wete sequenced using T7 (forward) and SP6 (reverse) primers
(Genome Express, France). The homologies between our sequences and the database
sequences were determined by using the Fasta program (Pearson & Lipman, 1988)
(Infobiogen). Sequences which showed high similarities were then analyzed using
Clustalw methods.

The three nucleotide sequences studied have been assigned EMBL accession

numbers indicated in the results.

2.6. Western blotting

Cells were treated during reseeding with zinc chloride at concentrations of
100 uM and 150 pM for 5 ht, 8 hr and 12 hr.

After treatment, cells were harvested and centrifuged at 1000g for 10 min.
The pellet was rinsed in PBS, then centrifuged at 1000g for 10 min. The pellet was
subjected to protein quantification and was resuspended in a lysis buffer (50 mM Tiis,
pH 8 ;1 mM EDTA ; 0.2 mM PMSF ; 200 mM NaCl ; 0.1% SDS ; 1% Triton X-100 ;
0.5 pg/mL leupeptin ; 1 pg/mL pepstatin). After 30 min incubation in ice, insoluble
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materials were eliminated by means of 30 min-centrifugation at 10000g
Proteins concentrations were measured using the Biorad DC protein assay.
After quantification, each sample, containing 15 ug for Bax analysis and 30 pg for Bcl-2
analysis, was mixed with the SDS-sample buffer (0.5 M Ttis-HCl, pH 6.8 ; glycerol
20% ; SDS 2% ; bromophenol blue 0.003% ; B-metcaptoethanol 5%) and boiled for
4 min and subjected to SDS-PAGE with 4-20% gradient polyacrylamide gel (Ready
Precast Gels, Biorad). The proteins were electrophoretically transferred onto a
polyvinylidene difluoride membrane (PVDF transfer membrane, 0.2 pM, Biorad).
Protein-binding sites were saturated with 5% powdered non-fat milk in TBS
with tween 20 (0.1%) (TBST-M) for 1 hr 30. The membrane was incubated overnight
with monoclonal mouse antibodies against Bax (1:500) (BD, Pharmingen, Le Pont de
Claix, France) or with monoclonal mouse antibodies against Bcl-2 (1:500) (BD,
Transduction laboratories, Le Pont de Claix, France) in TBST-M. Then the membrane
was washed six times in TBST-M and incubated for 1 hr with the horseradish
peroxidase goat antibodies against mouse IgG (1:15000) (Biorad) in TBST-M.
Peroxidase activity was detected by means of a chemiluminescent reaction developed
using the luminol system (Immun-Star HRP Chemiluminescent Detection Kit, Biorad),

then exposed to autoradiographic film (Kodak).
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3. Results

3.1. Cell transformation
Zinc chloride induced motphological transformation (MT) of SHE cells with a
dose tesponse relationship. MT increased from 0.2% in non-treated cells to 0.8%,
2.0% and 3.3% respectively for the 100 pM, 125 pM and 150 uM concentrations
(figute 1). No reduced cloning efficiency was observed at the tested concentrations of

zinc (figure 1).
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Figure 1 : Effect of ZnCL, (100 pM, 125 pM and 150 pM) on cloning efficiency and cell
transformation.
* Transformation rate significantly different from the respective control (£<0.05)
** Transformation rate significantly different from the respective control (P<0.01)

3.2. DNA fragmentation detected by fluorescence microscopy and DNA
ladder.

Microscopic observations of cells stained with acridine orange and ethidium
bromide, which were exposed to camptothecin (0.4 ug/mL), showed typical features of
apoptosis, such as chromatin condensation and nucleat fragmentation (figute 2).
These morphological characteristics were inhibited by 150 uM zinc.

No effect was observed with DMSO, the control solvent for camptothecin, and

with ZaCla (150 uM) (figure 2).
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Figure 2 : Percentage of acridine orange-labeled cells containing condensed or fragmented

nuclei observed under a fluorescence microscope in cells treated with
camptothecin with or without ZnCl, versus the corresponding control (DMSO) for
8 hr. Values represent means +/- S.E.M. of separate experiments (n = 3 at each
point). * P < 0.05 vs. camptothecin.

The typical DNA fragmentation ladder pattern induced by camptothecin
(0.4 pg/ml) was inhibited by zinc (150 pM) confirming its anti-apoptotic properties
(figure 3). The low Mtw staining in the tracks containing zinc corresponded to DNA
degradation due to a low cytoxicity of zinc treatment (15%, data not shown), and not

to apoptotic DNA fragmentation.

CPT CPT 0.4 ug/mt Zn
CON DMSO 0.4 ygimt + 150 uyM Zn 150 uM

Figure 3 : Agarose gel electrophoresis of fragmented DNA in SHE cells exposed to 0.4 pg/mL
of camptothecin with or without ZnCl, for 8 hr versus the corresponding control
(CON for ZnCl, and DMSO for camptothecin).
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3.3. Effect of ZnCl: treatment on the expression of the Bcl-2 and Bax
proteins and on the expression of bc/-2, bax and c-myc RNA in
camptothecin-treated and untreated SHE cells.

The expression of be/-2, bax and c-myc RNA in SHE cells, after zinc treatment,
was revealed by semi-quantitative PCR. A low level of 4c/-2 expression was observed in
the control group, while its expression increased significantly (P<0.05) in SHE cells
treated with zinc chloride (100 uM and 150 pM) (figure 4). A dose-response
relationship was registered between zinc chloride concentrations and the increase of
bel-2 expression. Indeed, cells exhibited a 1.8-fold increase in &c/-2 RINA level after
treatment with 100 pM ZnCl; and a 2.8-fold increase after treatment with 150 uM,

compared to the control group.

2inc (V)

0 100 150

f-actin (845 bp)

bel-2 (500 bp)

bci-2 RNA | g-actin RNA| 0.29 | 0.54 |0.82 (%
| £0.05 | £0.07 | £0.09

Figure 4 : RT-PCR analysis for changes in bc/-2/B-actin ratio.
RT-PCR product on agarose gel showing RNA expression of bc/-2 and B-actin genes
and densitometric quantifications of changes in bc/-2/p-actin ratio. Cells were
treated for 5 hr with zinc chloride (100 yM and 150 uM). Values represent means
+/- S.E.M. of separate experiments (n = 3 at each point) of the ratio of RT-PCR
product of bc/-2to B-actin. * P < 0.05 vs. control.

Contrary to this, a significant (P<0.05) down-regulation of bax (figure 5) in the
same cells treated with 150 uM zinc was observed. No effect on bax expression was

found in cells treated with 100 uM zinc.

95



Résultats

Zinc (pM)

0 100 150

[-actin (845 bp)

bax (411 bp)

bax RNA / p-actin RNA| 0.37 | 0.37 [0.08 ()
| £0.02 | £0.04 |20.06

Figure 5 : RT-PCR analysis for changes in bax/B-actin ratio.
RT-PCR product on agarose gel showing RNA expression of bax and p-actin genes
and densitometric quantifications of changes in bax pB-actin ratio. Cells were
treated for 5 hr with zinc chloride (100 yM and 150 pM). Values represent means
+/- S.E.M. of separate experiments (n = 3 at each point) of the ratio of RT-PCR
product of baxto B-actin. * P < 0.05 vs. control.

Immunoblotting confitmed the modification of the bc/-2/bax ratio following
zinc treatment, i.e. the increase of the Bcl-2 protein at 100 uM and 150 uM of zinc, and
the decrease of the Bax protein at 150 uM of zinc (figures 6 and 7). The modification
of the Bcl-2/Bax protein ratio was only obsetved at 12 hr ; no significant modifications

were observed at 5 hr or 8 hr (data not shown).

‘ 0 100 150 Zinc (uM)
Figure 6 : Western blot detection of Bcl-2 expression in cells treated with 100 pM and 150 uM

ZnCl; for 12 hr.
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0 100 150 Zinc (M)

B— -, Bax (21 KDa)

Figure 7 : Western blot detection of Bax expression in cells treated with 100 yM and 150 pM
ZnCl; for 12 hr.

No changes in c-myc RNA expression was noted in these cells and at

concentrations which induced changes in bax and be/-2 transcripts (figure 8).

Zinc (pM)

0 100 150

c-myc{734 bp)

gapdh (377 bp)

c-myc RNA | gapdh RNA| 043 | 038 | 0.39
| £0.08 | £0.06 | £0.07

Figure 8 : RT-PCR analysis for changes in c-myc¢/gapdh ratio.
RT-PCR product on agarose gel showing RNA expression of c-myc and gapdh
genes and densitometric quantification of changes in c-myc/gapdh ratio. Cells were
treated for 5 hr with zinc chloride (100 pM and 150 pM). Values represent means
+/- S.E.M. of separate experiments (n = 3 at each point) of the ratio of RT-PCR
product of c-mycto gapdh. * P < 0.05 vs. control.

Effects of zinc on be/-2 and bax expression were confirmed in camptothecin-
treated cells. The apoptotic inducer camptothecin decreased significantly the level of
bel-2 exptession (figure 9). A co-treatment with ZnCl, antagonized the effects of

camptothecin, and the bc/-2 expression returned to the control level (figure 9).
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p-actin (745 bp)

bel-2 (500 bp)

1.61
| £031 | 2017 | 2037

bel-2 RNA [ -actin RNA | 1.51 | 0.90 ()

Figure 9 : RT-PCR analysis for changes in bc/-2/3-actin ratio.
RT-PCR product on agarose gel showing RNA expression of bcl/-2 and B-actin
genes and densitometric quantifications of changes in bc/-2/B-actin ratio. Cells
were treated for 5 hr with camptothecin (0.4 pg/mL) with or without zinc chloride
(150 uM) versus the corresponding control (DMSO). Values represent means
+/- S.E.M. of separate experiments (n = 3) of the ratio of RT-PCR product of bc/-2
to B-actin. * P < 0.05 vs. control.

Conversely, camptothecin increased bax expression (figure 10) and a
co-treatment with ZnClz blocked the effects of camptothecin. The effects of ZnClz on

camptothecin-treated cells restored the basal expression of bax (figure 10).

p-actin (745 bp)

bax (411 bp)

bax RNA [ p-actin RNA | 0.83 |1.12(*)| 1.01
| #0.04 | £0.08 | +0.07

Figure 10: RT-PCR analysis for changes in bax/p-actin ratio.
RT-PCR product on agarose gel showing RNA expression of bax-2 and B-actin
genes and densitometric quantifications of changes in bax/(-actin ratio. Cells were
treated for 5 hr with camptothecin (0.4 pg/mL) with or without zinc chloride (150
UM) versus the corresponding control (DMSO). Values represent means +/- S.E.M.
of separate experiments (n = 3) of the ratio of RT-PCR product of bc/-2 to p-actin.

* P < 0.05 vs. control.
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3.4. Cloning of cDNA encoding the hamster Bcl-2, Bax and c-Myc proteins

¢cDNA fragments corresponding to the hamster transcripts, obtained from

RT-PCR amplifications of total RNA of SHE cells were subjected to cloning and

sequencing.

The bel-2 (EMBL Accession No. AJ582074) nucleotides (500bp) sequence and

the corresponding protein sequence (166 amino acids) are presented in figure 11.

The amino acid sequence of Sytian hamster was compared with the known sequences

of Chinese hamster (EMBL Accession No. AJ271720) and Human Bcl-2 homologues

(EMBL Accession No. M14745). Ninety seven per cent similarity was found between

the Syrian hamster and Chinese hamster, and 82% similarity between the Sytian

hamster and Human Bcl-2 protein sequence.

Figure 11 :

A.

tataagctgtcacagaggggctacgagtgggatgecggagatgecggacgecgegeeectg
Y K L 8 Q R G Y B W DAGDAMDWAMLATPL
ggcgcegoceccacecctggeatettotectteccagettgagagecaacccaacgeccget
G A AP TP G I F 8 F QL B 8 N P TP A
gtacaccgggacacgactgccaggacgtcgccactaaggecccatagtegecaccgetggg
vV ERDTTART S PLRUPTIVATNAG
cectgecctcageecegtgecacctgtggtccacctgaccecteecgecgggetggggatgac
P A L 8 PV PP V V HLTULZRURAGDTD
ttctccecgtogetaccgtcgegacttcgecagagatgtccagtcagetgecatctgacgece
P & R R Y R RD P A E N S 8 QL BEL T P
ttcaccgcgaggggacgetttgetacggtggtggaggaactcttcagggacggggtgaac
F T A R G RPF A T V V EZR L PF RDG VN
tgggggaggattgtggtcttctttgagttcggtggggtcatgtgtgtggagagegtcaac
¥ G R I VVrFr P EPFP GGV XN CV E S VUHN
agggagatgtcacccctggtggacaacatcgecctgtggatgactgagtacctgaaccgg
R E N 8 P L VD NI AULUWDNTETZTYTULUREKHR
catctgcacacctggatcca

E L H T W I

60

120

180

240

300

360

420

480

500

A, Nucleotides sequence of the bc/-2 cDNA and deduced amino acids sequence of
the Syrian hamster Bcl-2 protein.
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Chinese Hamster
Syrian Hamster

Human

Chinese Hamster
Syrian Hamster

Human

Chinese Hamster
Syrian Hamster

Human

YKLSQRGYEWDVGDVDAAPLGAAPTPGIFSFQPESNPTPAVHRDMAARTSPLRPIVAT—-

AAGPALSPVPPVVHLTLRQAGDDF SRRYRRDFAEMSRQUHLTPFTARGRFATVVEELFRD

GVNWGRIVAFFEFGGVMCVESVNREMSPLVDNIALWMTEYLNRHLHTWI

GVNWGRIVAFFEFGGVMCVESVNREMSPLVDNIALWMTEYLNRHLHTWI

60

60

60

120

120

120

169

169

169

Figure 11: B, Comparison of amino acids sequences between Chinese hamster, human and
Syrian hamster Bcl-2 homologues. Deduced sequence of the Syrian hamster Bcl-2
protein contains 166 aa. The alignment (Clustalw method) shows 97% similarity
between Syrian hamster and Chinese hamster, and 82% between Syrian hamster
and human.

The bax (EMBL Accession No. AJ582075) nucleotides sequence (411 bp) and

the corresponding protein sequence (136 amino acids) are given in figure 12.

Comparison of the amino acid sequence of Syrian hamster with the known sequences

of rat (EMBL Accession No. AF235993) and Human Bax homologues (EMBL

Accession No. 1.22473), revealed 98% similarity between the Syrian hamster and rat,

and 96% similarity between the Sytian hamster and Human Bax protein sequence.

A.

ccaccaagaagctgagcegagtgtotcaggegaatcggagatgagetggacagcaacatggag 63
T X KL § B CL RRIGDTETULTUDSSWHNMTE

ctgcagaggatgattgctaatgtggacacgaactccceccegagaggtettettecgegtt 122
L 0O R M I ANVYVYDTWNZGSSUPRTEVYVZPUPFRYV

ccggetgacatgtttgecgatggcaacttcaactggggecgggttgttgecctettetac 183
A A DM F A DGNU PNWWGT RV YV AL F Y

tttgctagcaaactggtgctcaaggececctgtgcaccaaagttcccgagetaatcagaace 242
P A 8 XL VL KAULCTUXV YVYU?PZELTIURT

atcatgggctggacactggacttcectcegagageggetgettgtetggatccaagaccag 302

I X

G W TJLDF LREZRULTILVYVDW¥YTIGOQDZQ

ggtggctgggatggectcctetcatacttcgggacacccacctggeagacagtgaccate 362
G G WD GIL LS Y P GTZPTU¥QTVTI

tttgtggctggagtcctcactgectcactcaccatctggaagaagatgg 411
P VA G VL TA 8L T IWIKTE KN

Figure12: A, Nucleotides sequence of the bax cDNA and deduced amino acids sequence of
the Syrian hamster Bax protein.
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Rat
Syrian bamster

Human

Rat
Syrian hamster

Human

Rat
Syrian hamster

Human

TKKLSECLRRIGDELDSNMELQRMIADVDTDSPREVFFRVAADMFADGNFNWGRVVALFY

TKRLSECLERIGDELDSNMELQRMIAAVDTDSPREVFFRVAADMF SDGNFNWGRVVALFY

FASKLVLKALCTRKVPELIRT IMGWTLDFLRERLLVWIQDQGGWEGLLSYFGTPTWQTVTI

FASKLVLKALCTKVPELIRT IMGWTLDFLRERLLGWIQDOGGWDGLLSYFGTPTWQTVTT

FVAGVLTASLTIWKKM

FVAGVLTASLTIWKEM

60

60

60

120

120

120

136

136

136

Figure12: B, Amino acids sequences comparison between rat, human and Syrian hamster
Bax homologues. Deduced sequence of the Syrian hamster Bax protein contains
136 aa. The alignment (Clustalw method) shows 98% similarity between Syrian
hamster and rat, and 96% between Syrian hamster and human.

The c-myc (EMBL Accession No. AJ582076) nucleotides sequence (734 bp) and

the corresponding protein sequence (244 amino acids) are shown in figure 13. 96%
similarity between the Sytian hamster and the mouse (EMBL Accession No. X01023),

and 91% similarity between the Sytian hamster and Human c-Myc (EMBL Accession

No. V00568) were found after comparison between protein sequences.

A.

gatcagctggagatggtgaccgagetgcttggaggagacatggtgagtcagagetteatce 60
D Q L B M VT EL L G GD NV 3 Q 8 F% I

tgcgaccctgacgacgaaaccttcatcaagaacattatcatccaggactgtatgtggage 120
€C D P DDETUPF I KUMNITIIOAGQDOCMNXMWS

ggcttctcagecegeegeccaagetggtcteggagaagetggettoctaccaggetgegege 180
G ¥ 8 A A AKULV 8 E KL A S8 Y QA AR

aaagacagcgccageccgagecccgeecgegggegeageggetgetccacctetageetyg 240
K D 8 A 8 P S8 P A RGRBSB G C 8T 8 8L

tacctgcaggacctcaccgecgecgegtccgagtgeattgaccecteggtggtettecee 300
Y L Q DL TAWAMAMAMALZSETCTIUDTP SV VPP

tacccgetcaacgacagcagcagetegeccaagtectgtacctegtcegactocacagec 360
Y P L N D 8 B 8 8 P K 8 C T 8 8D 8 T A

ttctctecttectecggactegetgetgtectcagagtecteccccacgggeccageecegag 420
P 8 P 8 8 D 8 L L 8 8 E 8 8 P R A B P E

cccctagtgctgecatgaggagacacctcccaccaccagcagegactctgaggaagaacaa 480
P L VL HEETUPU?PTTS8 8D B EE E Q
gaagatgaggaagaaattgatgtcgtgtetgtggaaaagaggcageccectgetaagagg 540
E D EEEID VYV YV S5 V EKROQZPUZPAIKR

tecgaatcagggt catccccat caggaggccacagcaaacctccacacagecegetggtt 600
8 B 8 G 8 B P 8 G @G R 8 K P P HS P L V

ctcaagagatgccatgtctccacgeaccagcacaactacgcagegecccectecacgagg 660
L K RCHYV S THQUEHDNTYAAPUZP S TR

aaggactatcctgctgccaagagggccaagttggacagtggccgggtcctgaaacagate 730
K D Y P A AKRAIEKULDSBSBGRVYL K QI

agcaacaaccgcaa 734
8 N N R

Figure13 : A, Nucleotides sequence of the c-myc cDNA and deduced amino acids sequence of
the Syrian hamster c-Myc protein.

101



Résultats

B.

Mouse DOLEMMTELLGGDMVNQSF ICDPDDETF IKNI I IQDCMWSGF SAAAKLVSEKLASYQAAR 60
Syrian Hamster DQLEMVTELLGGDMVSQSFICDPDDETF IKNIIIQDCHMWSGFSAAAKLVSEKLASYQAAR 60
Human DQLEMVTELLGGDMVNQSFICDPDDETFIKNIIIQDCMWSGFSAAAKLVSEKLASYQOAAR 60
Mouse KDSTSLSPARGHSVCSTSSLYLODLTAAASECIDPSVVFPYPLNDSSS-PKSCTSSDSTA 120
Syrian Eamster KDSASPSPARGRSGCSTSBLYLODLTAAASECIDPSVVFPYPLNDSSESPKSCTSSDSTA 120
Human KDSGSPNPARGHSVCSTSSLYLQDLSARASECIDPSVVFPYPLNDSSS-PKSCASQDSSA 120
Mouse FSPSSDSLLS-SESSPRASPEPLVLHEETPPTTSSDSEEEQEDEEEIDVVSVEKRQTPAK 180

8yrian Hamster FSPSSDSLLS-SESSPRASPEPLVLEEETPPTTSSDSEEEQEDEEEIDVVSVEKRQPPAR 180

Human FSPSSDSLLSSTESSPQGSPEPLVLHEETPPTTSSDSEEEQEDEEEIDVVSVEKRQAPGK 180

Mouse

Syrian Hamster RSESGSSPEGGHSKPPESPLVLKRCHVSTHQENYAAPPSTREDYPAAKRAKLDSGRVLKQ 240

Human RSESGSPSAGGHSKPPHSPLVLKRCHVSTHOHNYAAPPSTRKDYPAAKRVKLDSVRVLRO 240
Mouse ISNNR 245
Syrian Hamster ISNNR 245
Human ISNNR 245

B, Amino acids sequences comparison between mouse, human and Syrian hamster
c-Myc homologues. Deduced sequence of the Syrian hamster c-Myc protein
contains 244 aa. The alignment (Clustalw method) shows 96% similarity between
Syrian hamster and mouse, and 91% between Syrian hamster and human.

Figure 13 :

4. Discussion

In this study we demonstrated that zinc induces neoplastic transformation of
SHE cells in a range of concentrations from 100 pM to 150 uM confirming the results
found with 100 uM of zinc by Alexandre e a/, (2003). At 150 pM, zinc was shown to
inhibit camptothecin-induced apoptosis, which confirmed the antiaopoptotic effects of
100 uM zinc on topoisomerase inhibitors (Alexandre e 4/, 2000). Hypothesizing that a
blocking of apoptosis may be associated with the induction of morphological
transformation, we chose these concentrations to study the mechanisms of zinc in the
inhibition of apoptosis in SHE cells. We demonstrated that exposute to ZnClz at
100 pM and at 150 pM, incteases bol-2/bax ratio in normal SHE cells or in
camptothecin-treated SHE cells. No effect on the expression of c-myr was observed

following a zinc treatment.
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Cloning and sequencing transcripts obtained from RT-PCR expetiments
allowed us to check that the corresponding cDNAs encoded the expected proteins.
Large homologies between the protein sequences of Syrian hamster, rat, mouse and
human were observed.

Bcl-2 is probably the best studied apoptotic suppressor (Reed, 1994) and it is
known to prevent apoptosis in response to a large variety of stimuli. Its effects are
determined by its interaction with Bax, a 21 kDa pro-apoptotic protein. Bax promotes
apoptosis by inducing loss of the electrochemical gradient across the inner membrane
of mitochondria and participates to the formation of the mitochondrial pores which
influence the release of SIMP (soluble inter membrane proteins) such as cytochrome ¢,
AIF, smac/Diablo (Green & Reed, 1998 ; Brady & Gil-Gomez, 1998). All these effects
are suppressed by bc-2 (Antonsson et al, 1997 ; Kluck ef 4/, 1997 ; Yang ef al, 1997 ;
Cosulich e a/,, 1999).

In this work, we have shown that zinc treatment led to an up-regulation of bc/-2
at the concentrations of 100 pM and 150 pM zinc and to a down-regulation of bax at
150 uM zinc. Moreover, in SHE cells treated with camptothecin, &c/-2 expression
decreased whereas bax exptession increased. The addition of zinc chloride in
camptothecin-treated SHE cells inhibited these changes and restored the basal
exptession of &cl-2 and bax. These results suggest that an increase of the bel-2/ bax ratio
can be a tatget for zinc in relation to its anti-apoptotic propetties.

In further expetiments, it would be worth studying the mechanisms of the
regulation of b2 by zinc. Zinc has been shown to enhance the transcriptional activity
of some genes which contain specific zinc-finger regions (Dreosti, 2001 ; Truong-Ttan
et al,, 2001). To our knowledge, no studies have reported that bc/-2 gene could have a
metal-response element in its promoter/enhancer regions.

Consequently, zinc may act in the eatly phases of apoptotic pathway, before the
activation of caspases cascade leading to DNA fragmentation and degradation.
These results ate in line with the inhibition of H2O2-induced apoptosis by zinc tested
at millimolar concentrations, parallel to a decrease of Bax expression in the cell lines
U937 (Fukamachi e 4/, 1998). In a recent study, Ganju and Eastman (2003) have
reported that chemical inducers of apoptosis activated BH3 proteins such Bax and

Bak, and the release of cytochrome ¢ They have also shown that zinc inhibited
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apoptosis by preventing these changes.

The regulation of mitochondtial proteins is not the only target of zinc, and zinc
is able to act at different levels on the apoptotic pathway. In 2002, Tamura ef a/, have
shown that zinc prevents ricin-induced apoptosis in U937 cell line (2002). They could
not explain zinc effects by changes in Bcl-2, Bax or Bcl-xl expression but by an
inhibition of the increase of caspase-3, caspase-6 and caspase-9.

In most studies, zinc has been reported to tatget late phases of apoptosis such
as DNA fragmentation by inhibiting the calcium/magnesium-dependent endonuclease
(Cohen & Duke, 1984) or caspase-3 (Petty et al, 1997). Another target for zinc has
been identified, the IAPs (inhibitots of apoptotic proteins) characterized by a domain
known as BIR (Baculoviral IAP Repeat) (Holcik ez 4/, 2001). Zinc is able to link to this
domain, which is implicated in the inhibition of cleavage and activation of caspases (for
review, Seve ¢t al, 2002). The induction of metallothioneins was also postulated as a
mechanism involved in the anti-apoptotic effects of zinc, but the induction of
metallothioneins by zinc requires a pre-treatment of cells with this metal (Shimoda ez
al,, 2003). Zinc anti-apoptotic properties were often compared to bc/-2 anti-apoptotic
properties. Indeed, they can both prevent caspases cascade and protect cells from

oxidative stress (for review, Truong-Tran ef al., 2001).

For some time, the proto-oncogene c-7yc was known to act in cell proliferation.
In 1992, Evan ef 4/, teported its effects in the apoptotic process under growth limiting
conditions in cell lines. In cell lines genetically constructed to ovetexpress c-y,
transfection with c/-2 could supptess c-mye apoptotic function (Juin ez 4/, 1999). C-myc
was reported to sensitize Rat-1 fibroblast cell constructs to apoptotic stimuli and to be
able to induce the release of cytochrome ¢ (Juin ez a/, 1999).

In the present study, exptession of c-yc was not changed aftet a zinc treatment
which modified the be-2/bax ratio. This indicated that the expressions of 4c/-2 and bax
are independent of cmyc expression in normal SHE cells, in our expetimental

conditions.

In conclusion, zinc was found to target the early phases of apoptotic pathway

through a change in the expression of two proteins of the Bcl-2 family proteins, Bcl-2
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and Bax.

Proteins which play a role in apoptosis ate numerous and a better
understanding of their mechanisms is necessary to know how these proteins interact
with zinc since intracellular zinc levels influence the sutvival of cells. The study of
anti-apoptotic properties of zinc represent important lines of research, not only in
diseases where zinc homeostasis is often distorted (e.g. Alzheimer’s disease) but also in
the comprehension of cancer mechanisms, where an inhibition of apoptotic process
may be involved.

Knowledge on the mechanisms of apoptosis in normal cells is also of interest in
the chemotherapy of cancer.

The relevance of the present results resides in the fact that little is known about
the apoptotic process in normal cells which had been less extensively investigated than
cell lines, despite the interest to prevent resistance to apoptosis in normal cells, and to

study mechanisms of carcinogenesis.
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III. LE DI-ETHYLHEXYLPHTALATE (DEHP) AUGMENTE LE
RATIO bc/-2/bax ET MODIFIE L’EXPRESSION DE c-myc DANS

LES CELLULES EMBRYONNAIRES DE HAMSTER SYRIEN

Cette étude concerne les effets du di(éthylhexyl)phtalate (DEHP) sur apoptose
dans les cellules SHE. Le DEHP est considéré comme un cancérogéne non-génotoxique
et Pinhibition de Papoptose a été évoquée comme un facteur pouvant contribuer 2
Phépatocancérogenése chez les rongeurs. In vitro, ce composé induit Ia transformation
cellulaire des cellules SHE (Cruciani et al, 1997), ce qui a justifié le choix de cette
substance pour Pétude de Ia relation entre Fapoptose et Ia transformation cellulaire.

De précédents travaux réalisés au sein de notre laboratoire ont montré que le
DEHP induisait la transformation morphologique des cellules SHE aux concentrations
25 uM et 50 uM (Cruciani et al, 1997). Les effets du DEHP sur I'apoptose et sur
Pexpression des génes bcl2, bax et c-myc ont ¢té ctudiés dans Ila gamme de
concentrations 10 - 50 uM (soit 3,9 - 19,5 pg/mlL) afin de vérifier Phypothése d’une

implication de Papoptose dans la transformation cellulaire.

Tout d’abord, nous avons démontré les proptiétés inhibitrices de 'apoptose du
DEHP dans les cellules SHE.

I’apoptose a été provoquée dans les cellules SHE, par la déficience en facteurs de
ctoissance, obtenue par la privation de sérum. Dans les cellules SHE cultivées en absence
de facteurs de croissance (milieu SF; «serum free» ou «sans sérumw), 'apoptose
survient rapidement. Au bout de 3 heures d’exposition dans un milieu SF, ces cellules
présentent déja les changements morphologiques typiques de l'apoptose (fragmentation
de PADN et condensation de la chromatine)?.

Dans les cellules pré-traitées avec le DEHP (10-50 pM/24 heures), une
diminution de P’apoptose, induite par la privation des facteurs de croissance, est

observée aux concentrations 25 uM et 50 uM.

3 Les changements morphologiques caractéristiques de I'apoptose (condensation de la chromatine et
fragmentation de PADN) ont été observés en microscopie 2 fluorescence aprés marquage de la
chromatine avec des fluorochromes (acridine orange et BET).
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Une fois les proptiétés inhibitrices de Papoptose du DEHP démontrées,
Pexpression des génes bel-2, bax et c-myc a été étudiée par RT-PCR sut des cellules ayant
été traitées avec le DEHP (10, 25 et 50 uM/24 heures).

Le pté-traitement des cellules par le DEHP induit :
*» une augmentation significative (P<0.05) de Pexpression de bcl-2 2 la plus
forte concentration testée (50 uM).
* une diminution significative (P<0.05) de ’expression de c-myc, observée 2
la méme concentraﬁon (50 uM).

» aucun changement au niveau de ’expression de bax.

En conclusion, cette étude a confirmé les effets anti-apoptotiques du DEHP dans
les cellules SHE. Ces effets s’expliquent par une augmentation du ratio bcl-2/bax.
Dans les cellules SHE cultivées normalement en présence de facteurs de croissance, le
DEHP augmente Pexpression de bcl-2, sans toutefois modifier Pexpression de bax.

Parallélement, une diminution de c-myc a été observée, démontrant des effets
antagonistes de bcl-2 et de c-myc, en réponse au traitement avec le DEHP.

Les concentrations de DEHP, qui diminuent Papoptose dans les cellules SHE
correspondent aux concentrations auxquelles une Induction de Ia transformation
morphologique des cellules SHE a été démontrée.

De méme que nos travaux sur le zinc, les résultats obtenus avec le DEHP
confortent [Phypothése qu’un dysfonctionnement de [Fapoptose contribuerait

Paugmentation de la transformation morphologique des cellules SHE.
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Di-(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP) modifies bci-2/ bax ratio and

changes c-myc expression in Syrian hamster embryo (SHE) cells.

M.A. Maire, C. Rast and P. Vasseur.

Soumise a Toxicology Letters.

Abstract

The objective of this wotk was to study the anti-apoptotic properties of the non-
genotoxic rodent carcinogen, di(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP) in Syrian hamster embryo (SHE)
cells. We demonstrated that a 24hr pre-treatment of SHE cells with 50 uM DEHP inhibited
apoptosis triggered by growth factors deprivation. The RNA expression levels of the regulator
genes involved in the apoptotic pathway, bc/-2, bax and of c-myc were measured using RT-PCR.
We showed that a 24 hr treatment of SHE cells with 50 uM DEHP increased (P<0.05) the bc/-2
expression, while c-zyc expression was decreased. No effect on bax expression was observed in

the range of 10-50 pM.

The defective regulation of apoptosis caused by DEHP treatment could contribute to its

carcinogenicity.

1 Introduction

The phthalate di-(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP), has been commonly used as a
plasticizer in polyvinyl chloride (PVC) resins for manufacturing flexible vinyl products
(Wams, 1987). The DEHP can be hydrolysed in mono(2-ethylhexyl) phthalate (MEHP)
which is the most toxic metabolite of DEHP (Doull ¢z @/, 1999). The toxicity of DEHP
and its active metabolite MEHP, has been the topic of extensive research, especially
concerning theit catcinogenic and endocrine disrupting properties (Doull ez i, 1999 ;
Akingbemi e al,, 2004 ; Latini ez a/.,, 2004).

The carcinogenic potential of DEHP in rodents was established 7z vivo (Melnick er
al, 1987 ; Doull ez 4/, 1999) and was considered as the result of non-direct DNA-reactive
mechanisms (reviewed in Doull e 4/ 1999). DEHP induced morphological
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transformation of SHE cells and inhibited gap junctional intercellular communication
(GJIC) (Mikalsen & Sannet, 1993 ; Tsutui et al, 1993 ; Cruciani ¢t 4/, 1999), two
mechanisms related to ## vivo carcinogenicity. Hepatocarcinogenesis in response to DEHP
is preceded by peroxisome proliferation, hyperplasia and hepatocyte DNA synthesis (Goll
et al, 1999 ; Hasmall ez al, 1999 ; Corton et al, 2000 ; Roberts e al, 2000).
The suppression of apoptosis has also been suggested to contribute to the
hepatocarcinogenicity of DEHP (Goll ¢z al.,, 1999 ; Holmes and Rainsford, 2001; Roberts
et al, 2002 ; Kang ez al, 2002; Robetts ez al, 2004). Mechanisms of apoptotic inhibition by
DEHP were not cleatly elucidated. The activation of the peroxisome proliferator
activated receptor o (PPARQ) was shown to be necessary in the suppression of apoptosis
by peroxisome proliferators (PPs) (Robetts e al,, 1998 ; 2000 ; 2002 ; Boitier ez 4/, 2003)
as apoptosis cannot be suppressed in PPARa. null transgenic mice with PPs-stimulated
hepatocytes (Hasmall ez 4/, 2000). Roberts ez al., (2004) have reported that more than 261
genes were regulated by TGFP1 as an apoptotic inducer. Among these genes, many pro-
and anti-apoptotic genes related to the mitochondtial pathway (eg XIAP, Bak, Bad...)
could be candidates fot the effect of DEHP as a suppressor of TGFB1-induced apoptosis
(Robetts ¢t al., 2004).

The mitochondrial pathway is under conttol of the Bcl-2 protein family
comptising either pro-apoptotic (Bax, Bak, Bad...) or anti-apoptotic (Bcl-2, Bcl-xl...)
proteins (Reed, 1994 ; Adams & Cory, 1998 ; Chao & Kornsmeyer, 1998). The regulation
of apoptosis involves a dynamic balance between these two categories of proteins.
Over-expression of the proto-oncogene c-7)c, has been associated with deregulated cell
proliferation and consequently with cancer (for review, Dang et al., 1999). Recent studies
supported that c-zyc had a dual function in proliferation and induction of apoptosis.
Over-exptession of c-zyc could induce apoptosis in Rat-1 transfected cell line, deprived of
growth factors (Evan e al, 1992) and the loss of its expression of its negative regulation
could protect cells against the apoptotic process (Canelle ez 4k, 1997 ; Dong et al., 1997 ;
Genestier ef al,, 1999 ; Adachi ez a/, 2001).

Moreovet, the expression of c/-2, bax and c-myc are concomitantly regulated (Leng

¢t al, 2000). C-Myc has been involved in the transcriptional expression of bax (Mitchell s
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al, 2000). The loss of bax expression in mice led to the loss of the apoptotic function of
c-Myc (Mitchell e# al, 2000 ; Soucie ef a/, 2001 ; Juin e al, 1999 ; Juin et al, 2002 ;
Klefstrom et al, 2002). Myc could also be necessary to the activation of Bax and promote
the release of cytochrome ¢, a mitochondrial protein which is essential for the activation
of the caspase cascade in the apoptotic pathway (Juin ¢ al, 1999 ; Soucie et al, 2001).
On the other hand, c-Myc was reported to have antagonist effects with Bcl-2.
Ovetexpression of Bcl-2 inhibits apoptosis induced by c-Myc overexpression (Bissonnette
ef al, 1992 ; Fanidi ez 4/, 1992).

In the present study, we investigated the effects of DEHP on the expression of
two mitochondrial associated genes, bc-2 and bax and on the transctiption factot, c-myc, in
Syrian hamster embryo (SHE) cells. SHE cells are primary cells, diploid, genetically stable,
non-tumotigenic and have metabolic capacities in activating some classes of carcinogens
(Alexandre ef a/, 2003). In SHE cells, apoptosis occurred rapidly in serum-free medium
and as a consequence of growth factors deficiency (Alexandre ¢ al., 2000a; 2000b; 2002).
In this present work, we confirmed the anti-apoptotic effects of DEHP in SHE cells.
The mechanisms involved an increase of the bc/-2/bax ratio va an up-regulation of &c/-2
expression at 50 uM of DEHP. The c-mye exptession decreased at the same
concentration. No effect on bax expression was observed at DEHP concentrations in the

range of 10 uM - 50 pM.

2 Materials and methods

2.1 SHE cell culture

SHE cells were isolated from Syrian hamster embryos at day 13 of gestation using
the procedure described by Pienta ef 4/, (1977) and in accordance with the modifications
suggested by Elias e al, (1989). Stock cells were preserved in liquid nitrogen.
After thawing, passage-2 ptimary cells were pre-cultured untl 80% confluency. Normal
culture conditions for these cells are Dubelcco's modified Eagle’s medium (DMEM)
(Gibco) supplemented with 12 % foetal calf serum (SVF) (Hyclone) for preculture,

113



Résultats

2 g/IL NaHCOs3 and 1 % antibiotics (penicillin-streptomycin) at 37°C in a 10 % COz
humidified atmosphere and pH 7.0. No phenol red was added in the culture medium.

2.2 DNA fragmentation analysis

2.21 Treatment
Cells used for DNA fragmentation analysis wete sampled from a monolayer duting
the growing phase, 48h after seeding. Cells were trypsinized and treated duting replating
with DEHP at concentrations 25 uM and 50 pM for 24h. Then, culture medium was
removed and cells were transfetred in a serum free (SF) medium for 3 hours. DEHP
(C.A.S. No. 117-81-7) was putchased from (Aldrich Chemicals). DEHP was dissolved in
DMSO and DMSO was used at a final concentration of 0.1%.

2.2.2 Fluorescence microscopy

After treatment, the cells and the culture media were harvested and centrifuged at
1000y for 10 min. Cell pellets were stained with the fluorescent probes actidine orange
(0.15 mg/mL in PBS) and ethidium bromide (0.25 mg/mL in PBS) and obsetved using
fluorescence microscopy (495 nm). Living cells, which are permeable only to acridine
orange, show a green nucleic staining while dead cells, permeable also to ethidium
bromide, have their nuclei colored in red. The cells with a condensed or fragmented
chromatin pattern chatacteristic of apoptosis were counted as apoptotic, wheteas those
with a2 homogeneous chromatin pattern were counted as normal. Apoptotic cells were
expressed as a percentage of total cells scored.
Each experiment was repeated in at least three independent series of assays. For each
experiment, 3 slides per tested concentration were used and 100 cells per slide were
scored. Statistical differences between control and treated cells were evaluated with

Student’s #test. Differences were considered to be significant if P<0.05.
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2.3 Expression of bcl-2, bax and c-myc RNA

2.3.1 Treatment
Cells used for RT-PCR analysis were sampled from a monolayer during the
growing phase, 48h after seeding. Cells were trypsinized and treated during reseeding with
10 uM, 25 pM and 50 pM DEHP concentrations (Aldrich Chemicals) fotr 24h in DMEM
supplemented with 10% fetal calf serum at pH 7.0.

2.3.2 RT-PCR analysis

Total RNA was extracted from cells with Extract-All solution according to the
manufacturer’s instructions (Eurobio). The total RNA was quantified by optical density
measurement at 260 nm and 280 nm. The integrity of RNA was confirmed by running
1ug RNA on a 1% agarose gel. The cDNA was synthesized from 1ug of total RNA using
oligo d(T) as a primer and MuLV Reverse Transcriptase (50U) in a volume of 20 pL.
The RT-PCR program used was : 30 min, 42°C (cDNA synthesis); 5 min, 94°C
(denaturation). c-DNA samples were subjected to PCR amplification using the RNA PCR
Cote kit and Tag-polymerase (P.E. Applied biosystem) with be/-2, bax and c-mye primers
specific to the SHE cell sequences, acn ptimer and gapdh primer as internal controls

(Eurogentec) (Table 1). The choice of oligonucleotides was carried out according to the

sequences available in GenBank (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html).

products (bp) EMBL-EBI
\%% 5'-TAT-AAG-CTG-TCA-CAG-AGG-GGC-3’ 500 bp 35 AJSB2074
~ 5'.TGG-ATC-CAG-GTG-TGC-AGA-TGC-Y
'-TCC-ACC-AAG-AAG-CTG-AGC-GAG-3¥' 411 bp 40 AJSB207T5
-CCA-TCT-TCT-TCC-AGA-TGG-TGA-3'
: '-GAT-CAG-CTG-SAG-ATG-RTG-ACC-3' 734 bp 40 AJ5B2076
-TTG-CGG-TTG-TTG-CTG-ATC-TG-%’
!
2'-GGA-YGA-YAT-GGA-GAA-RAT-CTG-G-5' 845 bp 33 (bek2)
3'-CCT-GYT-TGC-TGA-YCC-ACA-TCT-G-§' 28 (bax)
*.
§'-TCC-ATG-ACA-ACT-TTG-GCA-TCG-TGG-3’ 377 bp 30
0 . 5-GTT-GCT-GTT-GAA-GTC-ACA-GGA-GAC-3'
o
Table1 : Sequences of primers and cycles used in RT-PCR analyse of c-myc, bax and bcl-2

mRNA and the corresponding accession numbers EMBL-EBI.
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After an initiated denaturation at 94°C for 5 min, 40 temperature cycles wetre
performed for bax and c-myc, and 35 cycles for be/-2, at either 55°C (bax primets) or 60°C
(bel-2 and c-myc primets) for 30s, 72°C for 30s and 94°C for 30s. After the last cycle, a
final extending step at 72°C for 5min was added.

The PCR products have been sequenced and cloned as described previously in
Maire ef 4/, (2004). The sequences of the studied genes have been submitted to EMBL-
EBI (European Bioinformatics Institute) for registration. Accession numbers are for
AJ582074 (bel-2), AJ582075 (bax), and AJ582076 (c-myc).

The products were electrophotesed on 1.5% agarose gel and visualized by ethidium
bromide staining. Signals were analyzed by densitometry and data were expressed as the
ratios of the transctipts cotresponding to the studied gene to the control gene (actine for

bel-2 and bax or gapdh for c-myc).

3 Results

3.1 Effects of DEHP on apoptosis

SHE cells grown in serum-deprived medium for 3h showed typical features of
apoptosis, such as chromatin condensation and nuclear fragmentation, after staining with
the flurochromes actidine-orange and ethidium bromide (figure 1B). A high percentage of
apoptotic cells (31 %) was shown in serum deprived conditions after 3h treatment
compared to control (3%) (table 2). A pre-treatment with DEHP (25 uM and 50 uM) for
24h reduced apoptosis triggered by serum deprivation (figure 1C). Anti- apoptotic effects
wete significant at 50 uM DEHP (P<0.05). No effect was registered in SHE cells pre-
treated for 24h, with the control solvent DMSO (0.1%).
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Figure 1 : Fluorescence microscopy observations of alive SHE cells exposed in serum-
supplemented medium (A) or in serum free-medium (B). Picture (C) showed SHE cells
pre-treated with 50 pyM DEHP exposed in Serum-free medium for 3 hours.
Sample were stained with a mixture of acridine-orange and ethidium bromide ;
apoptotic cells were revealed by their condensed chromatin and fragmented nuclei.
Living cells are colored in green, while dead celis (not shown) are red.

% apoptosis

a. Control SHE 3 + 1.6
b. Serum Free (SF) 31 + 15
¢. SF + cells pre-treated with DMSO 33 + 5.0
d. SF + cells pre-treated with 25 yM DEHP 18 + 10.3
e. SF + cells pre-treated with 50 yM DEHP 15 + 26 *
Table 2 : Percentages of apoptotic cells quantified by nuclear modifications observed under a

fluorescence microscope in SHE cells stained with acridine orange and ethidium
bromide. Values represent means +/- S.E.M. of separate experiments (n = 3 at each

point). * P < 0.05 vs. control.

1.1 Expression of bcl-2, bax and c-myc RNA

A concentration-dependent increase in &c/-2 expression was observed in SHE cells

treated with DEHP in the range of 25-50 uM in every independent experiments carried

out. The increase in bc/-2 expression was significant (P<0.05) at the concentration of

50 uM DEHP (figure 2) with a 1.7-fold increase in bo-2 RNA level compared to the

control solvent.
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DEHP (M)

Con Con

SHE DMSO 10 25 50

f~actin (845 bp)

bek-2 (500 bp)

bcl-2RNA/p-actin RNA| 1.8 | 20 | 17 | 23 | 33
| £0.2 | 204 | 202 | 04 [f0.2()

Figure 2 : RT-PCR products on agarose gel showing RNA expression of bc/-2 and f-actin genes
in SHE cells treated with 10 puM, 25 pyM or 50 pM DEHP for 24 hr. Densitometric
quantification of changes in bcl-2/p-actin ratio are expressed by means +/- S.E.M. of
values obtained in separate experiments (n = 3 at each point) * £ < 0.05 vs. control.

On the other hand, no significant effect on bax was obsetved in cells treated with
DEHP in the range of 10-50 pM of DEHP (figure 3). The increase of the bc/-2 expression
led to a 2.3-fold increase of the be/-2/bax ratio with 25 uM DEHP and to a 3.6-fold

increase with 50 uM DEHP.
DEHP (uM)

Con Con

SHE DMSO 10 25 50

— — St e epm—— f}-actin {845 bp)

bax({ 411 bp)

bax RNA/p-actinRNA | 1.0 | 09 | 09 | 10 | 09
| £0.3 | 202 | xo1 | 203 | %0.

Figure 3 : RT-PCR products on agarose gel showing RNA expression of bax and g-actin genes in
SHE cells treated with 10 pM, 25 PyM or 50 pM DEHP for 24 hr. Densitometric
quantification of changes in bax/B-actin ratio are expressed by means +/- S.E.M. of
values obtained in separate experiments (n = 3 at each point) * £ < 0.05 vs. control.

A significant (P<0.05) down-regulation of c-myc RNA expression at the
concentration of 50 puM DEHP (P<0.05) was obsetrved. Cells exhibited a 2.7-fold
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decrease in c-mzyc RNA level after treatment with 50 uM DEHP compared to the control

group (figure 3). No effect was registered at 10 uM and 25 uM DEHP.

DEHP (M)

Con Con

SHE DMSO 10 25 50

c-myc {734 bp)

gapdh {377 bp)

c-myc RNA/gapdhRNA| 07 | 08 | 09 | o8 | o3
[ £0.20 | £0.10 | £+ 0.10 | £ 0.28 [+ 0,05

Figure 4 : RT-PCR products on agarose gel showing RNA expression of c-myc and gapdh genes
in SHE cells treated with 10 pM, 25 yM or 50 yM DEHP for 24 hr. Densitometric
quantification of changes in c-myc/gapdh ratio are expressed by means +/- S.E.M. of
values obtained in separate experiments (n = 3 at each point) * £ < 0.05 vs. control.

4 Discussion

In this wotk, the effects of the non-genotoxic rodent carcinogen DEHP, have
been studied on the normal Syrian hamster embryo cells. We showed that an exposure
with 50 uM DEHP on normal SHE cells caused an imbalance of the b¢/-2/ bax exptession
ratio, accompanied with a dectease of c-zyc expression. The increase of the bu/-2/ bax ratio
may explain the anti-apoptotic effects of DEHP (50 pM) in SHE cells deprived of growth
factors.

Little is known about the mechanisms of inhibition of apoptosis by DEHP.
Bcl-2 and Bax are two mitochondrial associated proteins involved in the regulation of
apoptosis (Chao & Korsmeyer, 1998 ; Borner 2003). The anti-apoptotic protein Bcl-2
inhibits the major effects of Bax by keeping closed the mitochondrial transition pores and
preventing the release of cytochrome c and the subsequent activation of caspases cascade
(Yang et al., 1997; Antonsson ef al., 1997 ; Kluck et al., 1997 ; Brady and Gil-Gomez,
1998).
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In this work, we have shown that the exptession of c-myc was down-regulated at DEHP
concentration which increased be-2 expression and inhibited apoptosis in normal SHE
cells. Our results demonstrated that the anti-apoptotic chemical DEHP decreased c-mye
expression at concentration which increase bcl-2, and suppott 2 involvement of c-myc in
the apoptotic process.

The proto-oncogene c-7yc which is usually involved in cell proliferation and cell
cycle progression, has been shown to activate apoptosis (Nilsson ez a/, 2003 ; Vermeulen
et al., 2003).

Links between c-Myc and the Bcl-2 protein family have not been clearly
established. While bax contains c-Myc response element in its promoter (Mitchell e7 al,
2000), no such c-7ye tesponsive sequence has been found in bel-2. c-Myc was shown to
antagonize Bcl-2 effects, as Bcl-2 transfection supptessed apoptosis induced by ovet-
expression of c-zzyc (Bisonnette ef al, 1992). Our results confirm these antagonistic effects
and suggest the hypothesis that -2 could contain c-Myc tesponse element in its
promoter as it was shown with bax (Mitchell ez 4, 2000).

While most papers dealt with the induction of apoptosis by ovet-expression of
c-Myc, only a few works have reported that loss of c-myc or negative regulation of c-zye
could be associated with the protection against apoptotic process (Dong ef al, 1997 ;
Canelles e al, 1997 ; Genestier ef al, 1999 ; Adachi ez al., 2001). Dong et al., (1997) have
reported that the loss of c-zycin UC cells, an apoptosis-resistant variant from the human
leukaemia monocytic U937 cells, was associated with the resistance to apoptosis. It has
also been demonstrated that apoptosis and FasL expression could be inhibited vz a
downregulation of c-Myc expression in human T cells or T cell hybridomas (Genestier ef
4/,1999). Moreovet, use of antisense oligonucleotides to reduce c-Myc expression In
U937 cells, supptessed etoposide-induced apoptosis as well as 'TNF-o-induced apoptosis,
suggesting that c-Myc could play a role in cellular susceptibility to death receptot-
mediated and chemotherapy-induced apoptosis (Dong e7 4/, 1997).

In 1997, Dhalluin ef @/, have already demonstrated that Bcl-2 oncoprotein was up-

regulated parallel to an inhibition of apoptosis in Sytian hamster embryo cells which have
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been exposed to the tumout promotor TPA (12-O-tetradecanoyl-13-phorbol ester) after a
pre-treatment with DEHP. In our wotk, we have demonstrated that DEHP, tested alone,
caused modifications in the bo-2 gene expression, showing that the mitochondrial
pathway could actively participate to the inhibition of apoptosis by DEHP.

DEHP-induced hepatocarcinogenesis in rodents has been associated with the
suppression of apoptosis (James ef al, 1998 ; Roberts ef al, 1998 ; Hasmall ez 4/, 1999 ;
Goll et 4/, 1999 ; Roberts et al, 2002 ; Boitier ¢ a/, 2003 ; Roberts ez al, 2004). This is in
line with the fact that the non-elimination of altered cells could contribute to
carcinogenesis in rodents. Previous studies in our lab have shown that DEHP induced
pre-neoplastic transformation of SHE cell (Cruciani ¢ 4k, 1999). The concentrations
inducing cell transformation coincided with the ones which decreased apoptosis. So, the
hypothesis that defective regulation of apoptosis caused by DEHP may be related with
the increase of SHE cell transformation can be put forward.

In conclusion, we found that DEHP caused defective regulation of apoptosis by
increasing bc/-2/bax exptession ratio. Parallel to this, a modification of the c-mye
expression was observed. Our work supports the hypothesis that the defective regulation
of apoptosis may promote disordered cell growth and theteby contribute to

carcinogenesis.
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IV. L’ACIDE 2,4-DICHLOROPHENOXYACETIQUE (2,4-D) INDUIT
LA TRANSFORMATION MORPHOLOGIQUE DES CELLULES

EMBRYONNAIRES DE HAMSTER SYRIEN

Cette étude consistait 4 vérifiet, si le 2,4-D, une substance apparentée au DEHP
par ses propriétés cancérogénes, induisait la transformation motphologique des cellules
SHE avec en paralléle une inhibition de Papoptose.

Le 2,4-D est considéré comme un cancérogéne non-génotoxique et comme un
proliférateur de peroxysomes hépatiques. Ces propriétés communes avec le DEHP ont

motivé notre choix pour cette substance.

Tout d’abord, les effets du 2,4-D sur la transformation morphologique des cellules
SHE, ont été étudiés dans la gamme de concentrations (4,5 - 22,6 uM soit 1 - 5 ug/mlL).
Le 2,4-D a été appliqué pendant 7 jouts et une augmentation significative (£<0,01) et
dose-dépendante du taux de transformation a été observée aux concentrations
2,5 et 5 pg/mL.

Le 2,4-D s’est révélé peu toxique a ces concentrations, comme en témoignent les
taux d’efficacité de clonage, proches de ceux des témoins.

Parallélement, un traitement de 7 jours avec le benzo(a)pyréne (4 uM soit
1 pg/ml), utlisé comme contrdle positif, augmente significativement (P<0,01) la

transformation morphologique des cellules SHE.

Les effets du 2,4-D sur lapoptose* ont ¢été étudiés aux concentrations
1-2,5-5ug/mL (traitement de 5 et 24 heures).

Afin d’identifier des effets anti-apoptotiques éventuels du 2,4-D, les cellules ont été
pré-traitées (24 heures) avec des concentrations de 2,4-D, qui induisent la transformation

cellulaire, puis exposées a2 un milieu dépourvu de facteur de croissance (serum free)

(3 heures).

4 Les changements morphologiques caractéristiques de I'apoptose (condensation de la chromatine et
fragmentation de PADN) ont été observés en microscopie a fluorescence aprés marquage de la
chromatine avec des fluorochromes (acridine orange et BET).
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Le 2,4-D n’a pas d’effet sur Papoptose, aux concentrations provoquant la
transformation morphologique.

Ce n’est qua de trés fortes concentrations (1-5 mM soit 221-1105 pg/ml) que le
2,4-D présente les effets apoptotiques décrits dans la littérature. Un fort taux de mortalité

est obsetvé 2 des concentrations supérieures (10-15 mM soit 2210-3315 pg/mlL).

L’étude de l'expression des génes bel-2, bax et c-myc a été réalisée en RT-PCR sut
des cellules ayant été traitées avec le 2,4-D (1-2,5-5 ug/mL/5 heures).
Ce traitement :
» n’a eu aucun d’effet sur Pexpression de bcl-2 et de bax, ce qui en accord
avec ’absence d’effets apoptotiques observée.
» provoque une augmentation significative (2<0,05) de I’expression de
c-myc aux concentrations 2,5 et 5 ,.Lg/ mL, concentrations auxquelles la

transformation cellulaire est induite.

Conclusion

Ce travail a mis en évidence le potentiel transformant du 2,4-D. Aucun effet sur
Papoptose, ni sur Pexpression des génes bax et bcl-2, n’a été observé suite 4 un
traitement avec cette substance aux concentrations induisant la transformation
morphologique des cellules SHE.

Une augmentation significative de Pexpression de c-myc a été montrée aux
concenttations de 2,4-D induisant la transformation morphologique. Dans cette étude,
laugmentation de Pexpression de c-myc reste spécifique au 2,4-D et n’est pas observée
avec un cancérogéne type comme le BaP. En effet, nous avons i nouveau vérifié que
Pexpression de c-myc n’était pas augmentée par le BaP, conformément aux résultats
obtenus précédemment.

En conclusion, le 2,4-D induit la transformation cellulaire mais sans inhiber
Papoptose. Le déréglement de Pexpression de c-myc, poutrrait étre un des facteuts de Ia
transformation cellulaire induite par le 2,4-D.

Si le 2,4-D partage avec le DEHP les propriétés de proliférateur de peroxysomes
hépatiques et de cancérogéne épigénétique, ses mécanismes de toxicité cellulaire
différent, notamment en ce qui concerne Pexpression de bcl-2 et Pexpression de bax, qui
contrélent Papoptose, et celle de c-myc qui est augmentée, alors qu’elle diminue avec le

DEHEP.
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2,4-dichlorophenoxyacetic acid induces Syrian hamster embryo

(SHE) cell transformation.

M.A. Maire, C. Rast, and P. Vasseur.

Soumise 2 Environmental Toxicology and Pharmacology

Abstract

The aim of this work was to evaluate the transforming potential of the herbicide
2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D). 2,4-D was shown to significantly induce cell
transformation at 2.5 pg/ml and 5 pg/mL. These concentrations also increase the
expression of the transcription factor c-zyc measured using RT-PCR.

The effects of 2,4-D on apoptosis were investigated. Cytohistochemistty using the
fluorochromes acridine orange and ethidium bromide, was used to obsetve apoptotic
characteristics of DNA fragmentation. No effect of 2,4-D on induction or inhibition of
apoptosis was found at 2,4-D concentrations inducing cell transformation. This was
confirmed by unchanged expressions of be/-2 and bax, two regulator genes of apoptosis.
Induction of apoptosis effects in SHE cells was registered at concentrations too higher in

the range of 220-3500 pg/ml.

1. Introduction

The Syrian hamster embryo (SHE) cell transformation assay is used for the
detection of chemical carcinogenicity 7z vitro. This assay is based on the conversion of
normal to preneoplastic cells (DiPaolo e al, 1971). In SHE cells, which are normal,
diploid and metabolically competent, phenotypic changes occur rapidly after exposure to
chemical carcinogens. The morphologically-transformed phenotype is charactetized by
the loss of contact inhibition and a random otientation pattern of growth in three
dimensions. After subcultures, cells with a morphologically transformed phenotype led to
the formation of tumors when transplanted back into newborn hamsters which validated

morphological transformation of colonies as a predictive criterion for carcinogenicity in
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vivo (Berwald & Sachs, 1963, 1965; Takahashi ez a/, 2002). The SHE cell system also
provides a suitable model for the study of the mechanisms of carcinogens and in
particular epigenetic mechanisms of non-genotoxic carcinogens, which are less known
than genotoxic carcinogens. Gap junctions inhibition and otnithine decarboxylase
augmentation have been associated with SHE cell transformation (Cruciani ef 4/, 1997 ;
Dhalluin e 4/, 1997 ; Rivedal ez 4/, 2000). Studies on oncogenes exptression have been
investigated and the deregulated activation of cellulat growth-related oncogenes such as
c-mye have been correlated to neoplastic transformation in several cell systems : SHE cells
(Ebett et al, 1990; Takahashi e @/, 2002), C3H/10T1/2 (Parfett ¢t al, 2000), rat liver cell
line TRL 1215 (Chen ez al, 2001), BALB/3T3 (Fang ¢/ al, 2002).

The defective regulation of apoptosis, an active program cell death, has also been
proposed as a mechanism, which could enhance cell transformation of chemicals
carcinogens (Alexandre ez a/, 2003).

2.4-D is a selective systemic auxin-type herbicide extensively used throughout the
wortld for the past 50 years and whose carcinogenicity, mutagenicity and genotoxicity were
the subject of conflicting results. Most studies have shown a moderate toxicity of 2,4-D
on mammals. In 1999, three reports on 2,4-D genotoxicity (Chatles ez a/, 1999a ; Chatles
et al., 1999b ; Gollapudi e 4/, 1999) gave negative results on classical mutagenecity and
cytogenetic assays (e.g. Ames test, micronuclei, HGPRT locus, unscheduled DNA
synthesis). However, induction of chromosomic aberrations and sister chromatid
exchanges (SCE) have been reported on mice in recent studies (Amer & Aly, 2001 ;
Madrigal-Bujaidar ez al, 2001). Concetning its carcinogenicity, data are not sufficient to
draw definitive conclusions and it could not be concluded that 2,4-D induced pre-
neoplastic and neoplastic lesions on dogs and rodents after subchronic dietary exposure
(Chatles er al, 19962 ; Chatles ez al, 1996b ; for review, in Garabrant & Philbert, 2002).
On the other hand, 2,4-D was associated with soft tissues sarcoma, non-Hodgkin’s
lymphoma and Hodgkin’s disease in some epidemiological studies (Garabrant & Philbert,
2002). Studies on 2,4-D toxicity demonstrated that the addition of sutfactants in
commercial formulations increased the toxicity of the hetbicide, and also raised the
problem of impurities produced during the synthesis of the herbicide (Oakes & Pollack,
1999 ; Holland ez 4/, 2002 ; Arias, 2003). Besides the problem of toxic effects caused by

impurities, the question of the carcinogenic potential of 2,4-D itself is posed.
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2.4-D induced hepatic peroxisome proliferation in rodents (WHO, 1984 ; Mikalsen
¢t al, 1990). This mechanism has been suggested to explain the carcinogenicity of some
HPPs iz an inhibition of apoptosis (Goll e# al, 1999 ; Holmes and Rainsford, 2001 ;
Roberts e al, 2002 ; Kang e a/, 2002 ; Roberts ¢ 4/, 2004). Apoptosis was shown to be
defective after peroxisome proliferator (PPs) treatment such as the hypolipidaemic drug,
nafenopin, and the phthalate plasticizer 2-diethylhexylphthalate (Hasmall ez 4/, 2000;
Roberts et al, 2002); the sutvival of damaged cells was suggested to contribute to
hepatocarcinogenesis. To our knowledge no study has reported the anti-apoptotic effects
of 24-D. On the opposite side, 2,4-D was shown to induce apoptosis at high
concentrations (1-16 mM)(table 1) ; classic manifestations such as mitochondrial
membtane potential distuption, release of cytochrome ¢, activation of caspase-3 and DNA
fragmentation have been described following 2,4-D treatment in several cell types, e.g.
lymphoid otgans (Kaioumova ef a/, 2001a), human lymphocytes (Kaioumova et al,
2001b), cerebral granule cells (De Moliner ef 4/, 2002) and in HepG2 cells (Tuschl &
Schwab, 2003).

Furthermore, toxicity of 2,4-D has been studied in the range from 50 pg/mL to
3500 pg/mL (0.2 - 16 mM). Low doses of 2,4-D which are non-cytotoxic and motre
relevant to environmental concentrations needed to be evaluated (WHO, 1984 ; Holland
et al., 2002).

In this study, we investigated effects of low concentrations of 2,4-D
(1 to 5 pg/mL). The transforming cell potency of 24-D (98%) on the SHE cell
transformation assay and its effects on apoptosis were evaluated. 2,4-D was shown to
induce cell transformation. It also increased the exptression of c-zyc RNA.
Benzo(a)pytene, a genotoxic carcinogen, was used as positive control for morphological
transformation but no effect on c-myc expression has been registered. No effect on
apoptosis and on the expression of mitochondria-associated genes bax and be-2 was

observed at 2,4-D concentrations inducing cell transformation.
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2. Materials and methods

2.1. Chemicals
2,4-D (98% purity) (C.A.S. n° 94-75-7) was purchased from Sigma (Lyon, France)
and dissolved in watet. Benzo(a)pyrene (C.A.S. n°® 50-32-8) was purchased from Sigma-
Aldrich and dissolved in DMSO (C.A.S. No. 67-68-5) (Prolabo-VWR, Strasbourg).
DMSO was used at a final concentration of 0.02%, which had no effect on cell response.
The chemicals were diluted in culture medium just before use. The fluorochromes
acridine orange and ethidium bromide (BET) were purchased from Molecular Probes-

Invitrogen (Cetgy-Pontoise, France) and Sigma (Lyon, France), respectively.

2.2. SHE cell culture
SHE cells were isolated from Syrian golden hamster embryo at day 13 of gestation
using the procedure described by Pienta ez 4/ (1977) and in accordance with the
modifications suggested by Elias ez 4/ (1989). The cells were grown in Dubbelco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) (Gibco-Invitrogen, Cergy Pontoise) containing 12%
foetal calf serum (FCS) (Hyclone), 2 g/L de NaHCOs3, and 1% antibiotics (penicillin-
streptomycin) (Gibco-Invitrogen, Cergy Pontoise) at 37°C in a 10% CO2 humidified

atmosphere and pH 7.0. No phenol red was added in the medium culture.

2.3. Transformation assay

The transforming potency of 2,4-D was studied in a range of concentrations from
1 pg/mL to 5 pg/mL in four independent series of assays according to the procedure
previously described (Tu ef a/, 1986 ; Elias ¢f a/., 1989 ; Bessi e al., 1994). To summarize,
150 target cells were seeded in 60 mm Petri dishes (Corning) with a feeder layer of 60000
X-irradiated cells in complete medium (DMEM used for cell culture, pH 7, supplemented
with 12% foetal calf serum). The cells were treated 24 hr after seeding with 2,4-D
(1 pg/mL, 2,5 pg/mL and 5 ug/mlL). Ten dishes were used pet treatment group in each
series of expetiment. The transforming potential of the well-known carcinogen,
benzo(a)pyrene, was also evaluated as positive control.

The cells were exposed to the chemicals (2,4-D and BaP) for 7 days with a renewal

of the medium after 3 days of treatment. At the end of cell exposure (day 8), the medium
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was removed and the cells were washed with phosphate buffer saline (PBS), fixed with
absolute ethanol and stained with 10% aqueous Giemsa. Colonies were scored under a
stereomicroscope for cloning efficiency (CE) and morphological transformation (MT).
The cloning efficiency was calculated as the total number of colonies per dish in all
experiments on the total number of target cells seeded x 100. The morphological
transformation frequency was calculated as the number of transformed colonies on the
total number of colonies scored x 100. Transformed colonies were defined as colonies
exhibiting an extensive criss-crossing and multi-layered growth pattern of cells. Each dish
was coded and scored blind.

The frequencies of MT obtained from pooled data set were compared in treated
cultures and their concutrent expetiment control by means of the y? test. The dose effect
relationship in term of an increasing linear trend for MT was tested by using the dose

tesponse Armitage trend test (1955).

2.4. Apoptosis assays

24.1. Treatment

Cells were sampled from a monolayer during the growing phase, 48 hr after
seeding.

To determine if 2,4-D induced apoptosis, cells were trypsinized and treated duting
reseeding with 2,4-D at concentrations which induced cell transformation
(1- 5 pg/mL) for 5 hr and for 24 hr in DMEM culture medium supplemented with 5%
SVF and 1% antibiotics. Higher concentrations (220 — 3500 pg/mL) were also tested
according to the positive results demonstrated in literature (Kaioumova e 4, 2001a,
2001b and Tuschl & Schwab, 2003).

To determine if 2,4-D inhibited apoptosis, cells wete pre-treated with 1 pg/mlL,
2.5 pg/mL and 5 pg/mL 2,4-D concentrations for 24 hr in DMEM medium. After pre-
treatment the medium was temoved and cells were resuspended in DMEM deprived of
growth factors (Serum free medium, SF) for 3 hr. The time of exposure (3h) was chosen
according to the results of Alexandre ez a/, (2000; 2002) who showed that apoptosis
occurred rapidly in SHE cells (within 1-5 hr) after growth factot deprivation.
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2.4.2. DNA fragmentation analysis

After treatment, the cells and the culture media were harvested and centrifuged at
1000g for 10 min. Cell pellets were stained with the fluorescent probes acridine orange
(0.15 mg/mL in PBS) and ethidium bromide (0.25 mg/ml in PBS) and observed using
fluorescence microscopy (495 nm). Living cells, which are permeable only to acridine
otange, show a green nucleic staining; dead cells, permeable also to ethidium bromide,
have their nuclei colored in red. The cells with a condensed or fragmented chromatin
pattern characteristic of apoptosis were counted as apoptotic, whereas those with a
homogeneous chromatin pattetn were counted as normal. Apoptotic cells were expressed
as a percentage of total cells scored. Each experiment was repeated in several independent
experiments. For each experiment, 3 slides per concentration were tested and 100 cells
per slide were scored. The mean values (+ S.E.M ; standard error mean) corresponding to
counting were analyzed. Statistical differences between control and treated cells were
evaluated with the Student’s rtest. Differences were considered to be significant if

P<0.05.

2.5. Expression of c-myc, bcl-2 and bax RNA

2.5.1. Treatment
Cells used for RT-PCR analysis were sampled from a monolayer during the
growing phase, 48 hr after seeding. Cells were trypsinized and treated during reseeding
with 1, 2.5 and 5 pg/mL of 2,4-D for 5 hr in DMEM culture medium supplemented with
5% SVF and 1% antibiotics. Cells were also treated with 0.1 and 1 pg/mL of
benzo(a)pyrene for 5 ht.

2.5.2. RT-PCR analysis
Total RNA was extracted from cells with Extract-All solution according to the
manufacturer’s insttuctions (Eurobio). Total RNA was quantified by optical density
measurement at 260 nm and 280 nm. The integrity of RNA was confirmed by running
1 ug RNA on a 1% agarose gel. The cDNA was synthetized from 1 pg of total RNA
using oligo d(T) as a primer and MuLV Reverse Transcriptase (50U) in a volume of
20 pL. The RT-PCR program used was : 30 min, 42°C (cDNA synthesis); 5 min, 94°C
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(denaturation). c-DNA samples were subjected to PCR amplification using the RNA PCR
Core kit and Taq-polymerase (P.E. Applied biosystem) with bc/-2, bax and c-myc ptimets
specific to the SHE cell sequences, and actin primer and gapdh primer as intetnal conttols

(Eurogentec) (table 2).

AJ582074
e
 5-TCC-ACC-AAG-AAG-CTG-AGC-GAG-3' 411 bp 40 AJ582075
~ 5'-CCA-TCT-TCT-TCC-AGA-TGG-TGA-3’
S
. 5-GAT-CAG-CTG-SAG-ATG-RTG-ACC-3’ 734 bp 40 AJ582076
. 5.TTG-CGG-TTG-TTG-CTG-ATC-TG-¥’
. 3-GGA-YGA-YAT-GGA-GAA-RAT-CTG-G-5' 845 bp a3 (bcl-2)
¥-CCT-GYT-TGC-TGA-YCC-ACA-TCT-G-5' 28 (bax)
'~ 5-TCC-ATG-ACA-ACT-TTG-GCA-TCG-TGG-3’ 377 bp 30
~ 5-GTT-GCT-GTT-GAA-GTC-ACA-GGA-GAC-3’
Table 2 : Sequences of primers and cycles used in RT-PCR analyse of c-myc bax and

bc/-2 mRNA and the corresponding accession numbers EMBL-EBI.

The choice of oligonucleotides was carried out according to the sequences
available in GenBank (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html).

After an initiated denaturation at 94°C for 5 min, 40 temperature cycles were
petformed for bax and c-mye, and 35 temperature cycles were performed for be/-2, at either
55°C (bax primers) or 60°C (bei-2 and c-mye primers) for 30 s, 72°C for 30 s and 94°C for
30 s. After the last cycle, a final extending step at 72°C for 5 min was added.

The products were electtophoresed on 1.5% agarose gel and visualized by
ethidium bromide staining. Signals were analyzed by densitometry and data were
expressed as the ratios of the transcripts corresponding to the c-7yc gene to the control
gene, gapdh. At least, three independent experiments using different batches of SHE cells
wete carried out to study gene expression. The mean values (+/- S.E.M; standard etror
mean) of the ratios of the RT-PCR products corresponding to the gene studied on the

control gene obtained in independent experiments were analyzed. Statistical differences
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between control and treated cells were evaluated with the Student’s #test. Differences

were considered to be significant if P<0.05.

3. Results

3.1. Cell transformation

2,4-D was tested in four independent expetiments at concentrations ranging from
1 pg/mL to 5 pug/mlL.

2,4-D induced morphological transformation (MT) of SHE cells (figures 1 & 2,
table 3) at the concentrations of 2.5 and 5 pg/mL (P<0.01). MT was increased in a dose
dependent manner with 2.4% and 3.8% at 2.5 pg/mL and 5 pg/mlL respectively (P<0.01)
(figure 1 and table 3). The positive trend of the MT-dose relationship was shown to be
significant with the Armitage test (p<10-5). No change on cloning efficiency was obsetved,
indicating no cytotoxic effect of 2,4-D at these concentrations. 2,4-D (5 pug/mlL) was as
efficient as the positive control benzo(a)pytene (BaP) (1 pg/mL), to induce cell

transformation (figure 1).
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Figure1: Effects of 2,4-D (1 pg/mL, 2.5 pg/mL and 5 pg/mL) on cloning efficiency (CE) and
transformation frequency in the SHE cells seeded at clonal density in the MT assay.
* Transformation rate significantly different from the respective control (P < 0.01).
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2,4-D treatment (pg/mL) Cloning efficiency (%) Transformed colonies
Ratio %
0 28.2 13/1732 0.8
1 20.2 10/819 1.2
2.5 24.2 42/1782 2.4
5 24.8 68/1786 3.8
DMSO (0.02%) 35.2 10/1372 0.7
BaP (1pg/mL) 21.4 21/641 3.1%
Table 3 : Effects of 2,4-D, tested during 7 days, on cloning efficiency (CE) and transformation

frequency in SHE cells seeded at clonal density.
* Transformation rate significantly different from the respective control (£ < 0.01).

Figure 2 : Photomicrographs of normal SHE cells colonies (x40:A and x80:B) and of transformed
SHE cells colonies by 5 pg/mL of 2,4-D (x40: C and x80: D) at pH 7.0 by 2,4-D.

DNA fragmentation
Microscopic examinations of SHE cells exposed to low 2,4-D concentrations
(1 to 5 pg/mL) for 5 h or 24 h and stained with acridine orange and ethidium bromide,
did not show any induction of apoptosis, which would have been characterized by

condensed chromatin and fragmented DNA (figure 3).
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Figure 3 : Percentage of acridine orange-labeled cells containing condensed or fragmented

nuclei observed in under a fluorescence microscope in cells treated with 2,4-D
(1 pg/mL, 2.5 pg/mL and 5 pg/mL) versus the corresponding control for 5 hr and
24 hr. Values represent means +/- S.E.M. of separate experiments (n = 3 at each
point). * P < 0.05 vs. Con.

We also analyzed 2,4-D effects on apoptotic SHE cells. SHE cells grown in a
culture medium deptived of growth factors (serum-free), showed typical features of
apoptosis, such as chromatin condensation and nuclear fragmentation after 3 hr. No anti-
apoptotic effect was noted with SHE cells pre-treated with 2,4-D (1-5 pg/mL) for 24 h
after 3 h of exposition to a serum free medium (figure 4).

In a second step, we explored effects of 2,4-D at higher concentrations
(440 — 3500 pg/mL). After 24 h of treatment with 2,4-D (220 — 3500 pg/mL), apoptosis
was induced at 440 pg/mL (16%) and 1100 pg/mL (20%) while low cytotoxicity was
noted (3% and 7%, at 440 pg/mL and 1100 pug/mL concentrations respectively); Only
10% of apoptosis was obsetved at 2200 ug/mlL 2,4-D; this level of concentration was
highly cytotoxic (89% and 100% mortality, at 2200 ug/mL and 3500 pg/mlL
concentrations, respectively) (data not shown). No effect has been observed after 5 h of

treatment (data not shown).
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Figure 4 :
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Percentage of acridine orange-labeled cells containing condensed or fragmented
nuclei observed in under a fluorescence microscope in cells pre-treated with 2,4-D
(1 pg/mL, 2.5 pg/mL and 5 pg/mL) for 24 hr, then culture medium was removed and
cells were exposed to a culture medium deprived of growth factors (Serum free
medium, SF) for 3 hr. Values represent means +/- S.E.M. of separate experiments
(n = 3 at each point). * P < 0.05 vs. SF (Serum Free medium).

3.3. RT-PCR and cDNA cloning

A significant up-regulation (P<0.05) of c-zyc RNA was observed in cells treated
with 2.5 and 5 pg/ml 24-D (figute 5). Cells treated with 24-D exhibited a

2.3-fold increase in c-zyc RNA level after treatment at both concentrations tested.

2,4-D (pg/mL)

Con 1 25 5

c-myce (734 bp)

gapdh (377 bp)
c-myc RNA / gapdh RNA | 0.3 | 0.4 I 0.7 | 0.7
| o012 | o018 | o010 | to.14
Figure 5 : RT-PCR analysis for changes in c-myqd gapdh ratio.

RT-PCR product on agarose gel showing RNA expression of c-myc and gapdh genes
and densitometric quantifications of changes in c-myd/ gapdh ratio. Cells were treated
for 5 hr with 2,4-D (1 pg/mL, 2.5 pg/mL and 5 pg/mL). Values represent means
+/- S.E.M. of separate experiments (n = 3) of the ratio of RT-PCR product of c-mycto
gapdh. ¥ P < 0.05 vs. control.
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In cells treated with benzo(a)pytrene, no change at c-myc expression was observed

(figure 6).

B(a)P (pg/mL)

DMSO 0.1 1

c-mye (734 bp)

gapdh (377 bp)

cemyc RNA/gapdh RNA | 110 | 111 | 1.06
| o010 | %033 | %0.07

Figure 6 : RT-PCR analysis for changes in ¢c-myqd gapdh ratio.
RT-PCR product on agarose gel showing RNA expression of ¢-myc and gapdh genes
and densitometric quantifications of changes in c-myc/ gapdh ratio. Cells were treated
for 5 hr with B(a)P (0.1 pg/mL and 1 pg/mL). Values represent means +/- S.E.M. of

separate experiments (n = 3) of the ratio of RT-PCR product of c-myc to gapdh.
* P < 0.05 vs. control.

Futthermore, no change in bcl-2 and bax expression was observed at the

2,4-D concentrations tested (1 - 5 ug/mL) (figure 7 and 8).

2.4-D (pg/mL)

Con 1 2.5 5

actin (845 bp)

bel-2 {500 bp)

bcl-2 RNA [ actin RNA | o8 | 113 | o077 | o076
| %023 | %o40 | 029 | %0.12

Figure 7 : RT-PCR analysis for changes in bc/-2/ actin ratio.
RT-PCR product on agarose gel showing RNA expression of bc/-2 and f-actin genes
and densitometric quantifications of changes in bc/-2/B-actin ratio. Cells were treated
for 5 hr with 2,4-D (1 pg/mL, 2.5 pg/mL and 5 pg/mL). Values represent means

+/- S.E.M. of separate experiments (n = 3) of the ratio of RT-PCR product of bc/-2 to
B-actin. * P < 0.05 vs. control.
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2,4-D (pg/mL)

Con 1 2.5 5

actin {845 bp)

bax (411 bp)

bax RNA | actin RNA | 093 | o077 | o098 | o082
| %010 | %021 | %033 | f0.24

Figure 8 : RT-PCR analysis for changes in bax/ actin ratio.
RT-PCR product on agarose gel showing RNA expression of bax and B-actin genes
and densitometric quantifications of changes in bax/B-actin ratio. Cells were treated
for 5 hr with 2,4-D (1 pg/mL, 2.5 pg/mL and 5 pg/mL). Values represent means
+/- S.E.M, of separate experiments (n = 3) of the ratio of RT-PCR product of bax to
B-actin. * P < 0.05 vs. control.

The PCR products have been cloned and sequenced according to the procedure
desctibed in Maire ¢# 4/, (2004), to check that the PCR product encoded the expected
proteins Bcl-2, Bax and c-Myc. The sequences of the studied genes have been submitted
to EMBL-EBI (European Bioinformatics Institute) for registration and are available in
http://www.ebi.ac.uk with the following accession numbers : AJ582074 (bc/-2), A]582075
(bax), and AJ582076 (c-myc).

4. Discussion

In this report, we demonstrated the transforming effect of the 2,4-D in the normal
SHE cells. An increase in c-zyc expression followed 2,4-D treatment at concentrations
which induced cell transformation (2.5 pg/mL and 5 pg/mL), while no change in c-myc
expression was observed with BaP at transforming concentration.

The proto-oncogene c-zye actively participated in the control of cell proliferation.
In ptimaty cells, c-myc is required for the progression from G1 to S phase and the entry in

the S phase of the cell cycle (Heikkila ez a/, 1987 ; Obaya e al, 1999). Its deregulated
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expression has been associated with the increase of cell proliferation and has been
demonstrated to contribute to cell transformation (Nilsson & Cleveland, 2003).
The activation of c-zyc occurred in more than 70% of human cancers, suggesting it could
be an essential factor of tumorigenesis (Nesbit ez @/, 1999 ; Nilsson & Cleveland, 2003).

Our results corroborate the findings of several studies in which peroxisome
proliferators were also reported to overexpress c-zyc (Belury ef al, 1998 ; Ge et al., 2002).
Indeed, Ge ez al, (2002) demonstrated that 2,4-D and three other peroxisome
proliferators (Wy-14,643, dibutyl phthalate and gemfibrozil) decreased the methylation of
the c-myc gene in B6C3F1 mice liver. The hypomethylation of genes was reported as a
non-genotoxic mechanism which contributes to cancer development by promoting
aberrant growth-related gene expression (Szyf ez 4/, 2004). In 2002, Takahashi ez 4/, have
demonstrated that the acquisition of the neoplastic phenotype of SHE cells exposed to
arsenic was correlated with c-myc overexpression and with hypomethylation of this proto-
oncogene. Similar results have been found in established cell lines in which cell
transformation was also related to the increase of c-myc expression level in case of the
mouse C3H/10T%/2 cell line treated with di-n-butyltin dichloride (Patfett ez a/, 2000), of
the rat liver cell line TRL 1215 treated with arsenite (Chen er 4/, 2001) or of the
BALB/3T3 cell lines treated with cadmium (Fang ez @/, 2002).

However, a treatment with benzo(a)pyrene did not affect c-myc expression at
transforming concentrations, suggesting that the increase of c-yc expression is specific to
2,4-D and not a general marker of cell transformation #» vitr.

Alexandre e 4/, (2003) demonstrated that the inhibition of apoptosis was a
mechanism explaining cell transforming properties of chemical carcinogens. Several
peroxisome proliferators have been reported to inhibit hepatocyte apoptosis (James e 4/,
1998 ; Robetts ef a/, 1998 ; Roberts ez a/, 2000). In this study, no effect on inhibition or
induction of apoptosis has been observed at 2,4-D concentrations which induced
morphological transformation ; this was confirmed by the absence of effects on bax and
bel-2 genes in SHE cells.

Pure and commercial 2,4-D concentrations up to 3000 fold supetior to our tested
concentrations (1-16 mM or 220-3500 pg/mL, table 1) have been shown to promote
apoptosis in human lymphocytes (Kaioumova ez a/, 2001b), in cerebral granule cells (De

Moliner ez al, 2002), in lymphoid organs (Kaioumova e# 4/, 2001a) and in HepG2 cells
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(Tuschl & Schwab, 2003); it was claimed that 2,4-D exerted its cytotoxicity by an
induction of apoptosis (Kaloumova e a4/, 2001a ; Tuschl & Schwab, 2003).
The concentrations of 440 and 1100 ug/mL 2,4-D also induced apoptosis in SHE cells,
but at the highest concentrations (2200 and 3500 pg/mL), 2,4-D was highly cytotoxic for
SHE cells (data not shown).

Several studies have discussed the fact that 2,4-D toxicity could be strengthened by
the components of the technical herbicide formulations. The importance of impurities,
such as dioxins, generated during the synthesis of the herbicide has been raised, and said
to contribute to its possible carcinogenicity (WHO, 1984). The commercial formulations
wete generally proven to be more toxic than the active components (Holland ez 4/, 2002)
and toxicity assays on rat liver mitochondria have demonstrated that 50% of the overall
toxicity of three commercial formulations of 2,4-D (e.g. Agent Orange, Agent Orange
diluted with diesel fuel and a tree and blackberry killer) was due to the presence of the
coformulants, such as surfactants and diesel fuel (Oakes & Pollak, 2000).

Nevertheless, the present study clearly indicates that treatment with the active
ingredient 2,4-D induces SHE cell transformation at low concentrations and could be
related to an increase of the proto-oncogene c-myc expression. Our results on 2,4-D
support the hypothesis that early changes in the growth-related proto-oncogene c-mye
expression can be cotrelated with the ability of 2,4-D to promote cell transformation.

These findings support suspicion on catcinogenic potential of 2,4-D. The normal
SHE cell system could be helpful to understand mechanisms of 2,4-D, whose
toxicological studies by means of 7# v models for genotoxicity have led to inconclusive

results.
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Transformation
Morphologique

dés cellales Apoptose bcl-2 bax c-myc Contexte
SHE
Camptothécine ND* 1 1 t = Stabilisation P53
Privation des facteurs de _
croissance (SF) ND T ND = { Aucun effet sur P53
Zinc t i 1 l =
Relation Zinc / c-myc
Zinc + SF ND 1 ND ND t
DEHP 1 1 1 - i
2,4-D 1 = = = 1 HPPs / PPAR?
Fomesafen 1 1 ND = ND
BaP 1 1 ND - = Stabilisation P53

Tableau IX : Tableau técapitulatf des résultats obtenus lors de cette

peroxysomes hépatiques).

* Etude en couts.

étude. (ND : non déterminé ; HPPs : proliférateurs de
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D. DISCUSSION

Ce travail consistait d’une part a vérifier ’hypothése qu’une inhibition de
p yp q

'apoptose contribuerait a 'augmentation de la transformation morphologique des cellules

SHE,

et dautre part, a ¢tudier certains mécanismes d’inhibition de I'apoptose.

Les tésultats obtenus lors de cette étude sont résumés dans le tableau IX.

Ces résultats mettent en évidence que :

»

les substances inhibitrices de Papoptose que nous avons testées, 4 savoir le zinc,
le fomesafen et le DEHP, induisent la transformation cellulaite, supportant
Phypothése que Finhibition de [Papoptose pourrait étre un facteur de Ia
transformation cellulaire des cellules SHE par ces substances.

Pinhibition de [Papoptose n’explique pas les effets transformants de
cancérogénes épigénétiques de la catégorie des HPPs de maniére générale,
puisque le 2,4-D, qui comme le DEHP est considéré comme un cancérogéne
non-génotoxique et proliférateur de peroxysomes, induit Ia transformation
morphologique sans inhiber 'apoptose.

le DEHP et le zinc exercent leurs effets anti-apoptotiques via une augmentation
du ratio de bcl-2/bax, deux génes régulateurs de la voie apoptotique.
Pexpression de c-myc différe selon les substances testées, suggérant des

mécanismes d’action de myc divers, en réponse aux substances transformantes.

Apoptose & transformation cellulaire des cellules SHE traitées avec le zinc,

le DE

HP et le 2,4-D.

Le zinc induit la transformation morphologique des cellules SHE. L’induction de

la transformation cellulaire peut s’expliquer par les effets anti-apoptotiques du zinc dans

les cellules SHE. Ces effets ont été démonttés dans les cellules SHE rendues apoptotiques

par une déficience en facteur de croissance du milieu de cultute, d’une part, et dautre

part, par un traitement avec la camptothécine, un inhibiteur des topoisomérases.

De précédents travaux réalisés au sein de notre laboratoire avaient démontré les

propriétés anti-apoptotiques du zinc dans les cellules SHE cultivées en I’absence de

facteurs de croissance, a des concentrations induisant la transformation cellulaire
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(Alexandre et 4/, 2000c ; 2002). Nous avons montré que le zinc inhibait 'apoptose induite

pat la camptothécine, a des concentrations induisant la transformation cellulaire.

Le zinc potentialise les effets transformants de deux cancérogenes, le BaP, un
cancérogéne génotoxique, et le fomesafen, un cancérogéne non-génotoxique.

Le zinc et le fomesafen augmentent significativement le taux de transformation,
mais augmentent aussi l'efficacité de clonage. Les effets anti-apoptotiques du zinc et du
fomesafen pourtaient étre la cause de l'augmentation de lefficacité de clonage.
Par ailleurs, un déficit de I'apoptose empécherait ’élimination des cellules altérées et
contribuerait 2 'augmentation du nombre de colonies transformées.

Quant au BaP, la diminution de lefficacité de clonage lors des essais de
transformation cellulaite montre qu’il a un effet toxique. La diminution de P'efficacité de
clonage peut également résulter de Pactivité apoptotique du BaP, confirmant ainsi son
activité répressive sur la croissance des cellules et sur la formation des colonies.
Un co-traitement avec le zinc n’augmente pas lefficacité de clonage, mais contribue a
Paugmentation de la transformation cellulaire en empéchant élimination par apoptose
des cellules génétiquement altérées par le BaP.

De ces observations, nous avons conclu que les propriétés anti-apoptotiques du
zinc, pourraient étre un facteur de la transformation cellulaire, en empéchant I'apoptose

des cellules altérées et en permettant leur prolifération.

Le DEHP et le 2,4-D, ont été choisis pour tester la similitude sur le plan
mécanistique, pouvant exister entre deux substances apparentées, et regroupées au sein de
la catégorie des HPPs. Nous avons mis en évidence le caractére transformant du 2,4-D a
de faibles concentrations. Quant au DEHP, ses proptiétés transformantes avaient déja été
plusieurs fois démontrées sur le systeme cellulaire SHE (Mikalsen ¢f 4/, 1993 ; Tsutsui e
al., 1993 ; Cruciani ez 4/, 1999).

Dans cette étude, le DEHP diminue P'apoptose induite par la privation des facteurs
de croissance 2 des concentrations induisant la transformation cellulaire (Cruciani ef 4/,
1999). En 1997, Dhalluin e¢f @/, avaient démontré quun pré-traitement des cellules SHE
avec le DEHP, suivi d’une exposition a2 un promoteur de tumeur (TPA), inhibait

'apoptose induite par la privation des facteurs de croissance. Nous avons démontré dans
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cette étude, que le DEHP appliqué seul, diminue également l'apoptose des cellules SHE.
Ces résultats sont en accord avec de nombreux travaux ayant montré les effets
anti-apoptotiques du DEHP 2 la fois dans des conditions zz vivo et in vitro (James ef al.,
1998 ; Roberts ez a/, 2000 ; Kang ez al, 2002).

Les concentrations de 2,4-D qui induisent la transformation cellulaite, n’ont
montré aucun effet inhibiteur ou inducteur sur I'apoptose. Plusieurs études avaient
montré qu’a de fortes concentrations (1-16 mM), le 2,4-D induisait 'apoptose dans divers
types cellulaires (lymphocytes humains, cellules HepG2, cerebral granule cells), et il a été
avancé que le 2,4-D exercait sa toxicité 2z une induction de I'apoptose (Kaouimova ef al.,
20012 et 2001b ; De Moliner ez 4/, 2003 ; Tuschl & Schwab, 2003). Nos travaux ont
montré qu’a la concentration 2 et 5 mM, le 2,4-D induisait I'apoptose des cellules SHE,
confirmant les résultats de la littérature obtenus sur d’auttes types cellulaires. Cependant,
ces effets sont sans rapport avec les effets transformants du 2,4-D, et l'on peut

s’interroger sur la signification de ces résultats 2 de si fortes concentrations.

Les résultats obtenus sur le zinc et le DEHP démontrent inhibition de I'apoptose
4 des concentrations qui induisent la transformation cellulaire, et nous permettent de
suspecter que linhibition de I'apoptose est un facteur de Ia transformation cellulaire.

Il est évident que Iinhibition de Papoptose n’est qu’un des mécanismes de la
transformation cellulaire. L’exemple du 2,4-D et du DEHP illustre bien le fait que des
substances apparentées sur la base de certains effets biologiques (HPPs, PPARs,
cancérogénes épigénétiques...) divergent sur d’autres aspects de leur profil
toxicologique, et que d’autres mécanismes entrent en jeu dans le processus de
transformation cellulaire. Méme si le 2,4-D et le DEHP présentent des similitudes sur le
plan mécanistique, le 2,4-D est dépourvu des effets anti-apoptotiques manifestés par le

DEHP.

Implication de bcl-2 et bax dans la régulation de Papoptose par les
substances étudiées.

Les protéines Bcl-2 (anti-apoptotique) et Bax (pro-apoptotique) participent
activement au controle du processus apoptotique, et le ratio de ces deux protéines

conditionne l'entrée de la cellule en apoptose.
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Dans cette étude, un traitement avec le zinc augmente Pactivité transctiptionnelle
de bel-2 et diminue celle de bax, ce qui a été confirmé par I'étude de l'expression des
protéines Bcl-2 et Bax par Western blotting.

Les travaux de Cohen et Duke, en 1984, avaient tout d’abord démontré que le zinc
inhibait Paction des endonucléases responsables de la fragmentation de IADN.
Plusicurs études avaient ensuite montré que le zinc agissait en amont de la fragmentation
de PADN en inhibant Pactivation de caspases, notamment les caspase-3, -6 et -9 (Perry ef
al, 1997b ; Tamura ¢f 4/, 2002). Notre étude conforte les résultats obtenus par Fukamachi
¢t al, en 1998 et par Ganju & Eastman en 2003, suggérant que le zinc agirait bien avant
Pactivation des caspases et de la fragmentation de PADN, par la régulation de protéines

impliquées dans la voie apoptotique mitochondriale.

Nous avons montré que la camptothécine induisait 'apoptose des cellules SHE par
une augmentation de la transcription de bax et une diminution de la transcription de be/-2.
Les modifications obtenues sur Pexpression de bax et bol-2 sont liées 2 la protéine P53.
L’apoptose induite par la camptothécine dans les cellules SHE est P53-dépendante
(Alexandre ez al, 2000). Le géne bax posséde un élément de réponse a P53 dans son
promoteur ce qui permet a P53 d’activer sa transcription, et inversement, P53 peut
également réprimer l'expression de be/-2 (Thornbotrow & Manfredi, 1999 ; Dlamini ez 4/,
2004 ; Heiser ez 4/, 2004 ; Hofseth ez al., 2004).

Le zinc inhibe les effets apoptotiques de la camptothécine en augmentant le ratio
bel-2/ bax, cC’est-a-dire en manifestant des effets inverses a ceux de la camptothécine sur

Pexpression de bax et de bel-2.

De méme que la camptothécine, le BaP induit 'apoptose et stabilise P53 (Ko ez 4/,
2004). Toutefois, nous n’avons pas observé d’augmentation de I'expression de bax dans

les cellules traitées avec le BaP, ni d’effets du zinc sur les effets apoptotiques du BaP.

Il aurait été intéressant d’étudier les effets du BaP sur bcl-2, compte tenu de ses
effets comme perturbateurs de la voie apoptotique mitochondriale, rapportés dans Ia
littérature, et notamment son implication dans Ia diminution de Pexpression de bcl-2

(Ko et al., 2004). Ces résultats seraient 4 explorer dans les cellules SHE.
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Les mécanismes de régulation de Pexpression de bcl-2 et de bax par le zinc restent
4 élucider. Il a été montré que le zinc augmente la transcription de génes contenant des
domaines spécifiques en doigts de zinc (Dreosti et al., 2001 ; Truong-Tran et al., 2001).
A notre connaissance, aucune étude n’a rapporté que bcl-2 ou bax contenait un élément
de réponse aux métaux dans son promoteut.

L’induction des métallothionéines a également été suggérée comme pouvant étre
4 Porigine des effets anti-apoptotiques du zinc. Cependant, [Finduction des
métallothionéines nécessite un pré-traitement par le zinc, et n’explique pas les effets

anti-apoptotiques dans le cas d’une co-exposition (Shimoda et al., 2003).

L’étude mécanistique des effets du DEHP sur les cellules SHE a montré que le
DEHP augmentait la transcription de 4¢-2. Contrairement au zinc, le DEHP ne diminue
pas expression de bax.

L’inhibition de P'apoptose par les proliférateurs de peroxysomes (DEHP,
Wy-14,643, nafénopine, ...) a souvent été associée au récepteur PPARa. En effet, les
effets apoptotiques des proliférateurs de peroxysomes ne sont pas obsetrvés dans les
hépatocytes de rongeurs dépourvus de récepteurs PPARa (Hasmall ¢7 4/, 2000).

L’altération des protéines de la famille Bcl-2 a également été désignée comme un
facteur de Phépatocancérogenése chez les souris (Christensen ef 4/, 1999). Ainsi, chez les
soutis, le proliférateur de peroxysomes, Wy-14,643, augmente 'expression des proteines
anti-apoptotiques Bcl-2 et BAG-1, de la méme fagon que le DEHP (Christensen ef a,
1999). Dans les tumeurs (adénomes) résultant d’un traitement a long terme par le
Wy-14,643, Pexpression de Bcl-2 est augmentée dans plus de 80% des cas (Christensen ef
al, 1999).

Les résultats obtenus avec le DEHP ont montré que bcl-2 intervenait dans
Pinhibition de Papoptose par les proliférateurs de peroxysomes.

II aurait été intéressant de vérifier si le fomesafen, en tant que HPPs, inhibiteur
apoptotique et inducteur de Ia transformation cellulaire, modifiait également Pexpression
de bcl-2.

A Pinverse des autres HPPs testés, le 2,4-D n’a aucun effet sur apoptose, ce qui a

été corroboré par P'absence d’effet sur bcl-2 et bax.
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Nous ne savons pas comment les membres de Ia famille Bcl-2 sont régulés par les
HPPs. Les génes de cette famille pourraient contenir la séquence PPRE dans leur
promoteur et ainsi étre régulés via Pactivation des PPARs. Si Ia plupart des proliférateurs
de peroxysomes activent les PPARs, il semblerait que dans le cas du DEHP, le PPARa et
le PPARYy soient préférentiellement activés par le métabolite du DEHP, c’est-i-dire, le
MEHP. Quant au 2,4-D, peu de travaux concement la relation 2,4-D/PPARs. En 1999,
Moaloney et Waxman, ont rapporté que le 2,4-D n’activait ni le PPAR« et ni le PPARY, et
ils avaient supposé que les métabolites du 2,4-D (glucoronides, glycine, conjugués de Ia

taurine...) pourraient activer les PPARs. A notre connaissance, ces résultats n’ont pas €té

confirmeés.

Lors de cette étude, nous n’avons pas pu apporter la preuve directe que le
zinc et le DEHP inhibaient I'apoptose dans les colonies du test de transformation
cellulaire, c’est-a-dire, obtenues aprés ensemencement des cellules en densité clonale
(150 cellules/boites, soit 20 cellules/mL de milieu). En effet, les essais permettant la
détection d’'un phénomeéne apoptotique ou anti-apoptotique (microscopie en
fluorescence, DNA ladder, RT-PCR, Western blotting) nécessitent de pouvoir disposer
d’une masse de cellules SHE, et la faible quantité de matériel biologique disponible dans

les colonies transformées, est un facteur limitant dans la mise en ceuvre de ces essais.

L’adaptation au test de transformation cellulaire des techniques utilisées dans
cette étude ou la mise en auvre de nouvelles techniques, comme Pimmunohistochimie
ou le développement de techniques telles que le DNA/RNA microartays, qui ne
nécessitent qu’une faible quantité de cellules, nous permettraient d’appréhender les

mécanismes génétiques mis en jeu.

Différence de Pexpression de c-myc en réponse au traitement par le zinc, le
DEHP et le 2,4-D

Toutes les substances que nous avons testées induisent la transformation
motphologique des cellules SHE. Des travaux sur différents types cellulaires en culture
(SHE, rat liver cell line TRI.1215, C3H/101/2 et BALB/3T3) ont démontré que la

sur-expression de c-yc pouvait étre corrélée avec 'acquisition du phénotype néoplasique
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(Ebett et al, 1990 ; Patfett ef al, 2000 ; Chen ef al,, 2001 ; Fang et al., 2002 ; Takahashi ez
al., 2002).

Dans notre étude, I'expression de c-myc s’est révélée tres différente selon les
substances étudiées.

Les traitements avec le zinc et le BaP ne modifient pas 'expression de c-7yr,
suggérant que la dérégulation de c-mye n’intervient pas dans les premiéres étapes de la
transformation cellulaire induite par ces deux substances. Toutefois, il existe tout de
méme une telation entre le zinc et c-7yc, puisqu’en I'absence de facteur de croissance, le
zinc est capable de maintenir 'expression de c-7y; normalement réprimée dans ces

conditions (Alexandre ez 4/, 2002).

Une augmentation de lexpression de c-myc a été observée aux concentrations
auxquelles le 2,4-D induit la transformation motphologique des cellules SHE.
Ces résultats sont en accord avec les études ayant montré qu’un traitement avec certains
proliférateurs de peroxysomes était corrélé a I'augmentation de c-myc (Belury ez al., 1998 ;
Ge ¢t al, 2002). La modification du profil de méthylation de PADN a été désignée comme
pouvant étre la cause de la sur-expression de c-myc suite 2 un traitement avec des
proliférateurs de peroxysomes types comme le Wy-14,643 (Ge ez al, 2002).

Quant au DEHP, on pouvait s’attendre 4 ce que lexpression de c-myc soit
augmentée de la méme facon qu'avec le 2,4-D, compte tenu de leurs similitudes sur le
plan mécanistique, en tant qu'inducteurs de la transformation cellulaire et proliférateurs de
peroxysomes. Lots de nos expérimentations, nous avons obsetvé au contraire, que le
DEHP diminue 'expression de c-myc.

On peut en déduire que la dérégulation de expression de c-myc comme facteur de
transformation cellulaire n’intervient pas dans les étapes précoces de la transformation
motphologique des cellules SHE par le DEHP. Nous n’excluons pas le fait que
Pexpression de c-yec poutrait étre augmentée dans les phases tardives de la transformation
cellulaite, ce qui serait en accord avec ses propriétés prolifératrices et transformantes,
observées dans les lignées cellulaires transformées.

Dans notre étude, il semblerait plutt que I'expression de c-7yc dans les premieres

étapes de la transformation cellulaire soit corrélée 4 linhibition de 'apoptose. Nous avons

152



Discussion

montré des effets antagonistes de c-myc et bel-2, puisque I'expression de c-7zyc diminue
tandis que celle de 40/-2 augmente.

La plupart des études ont montré que la sur-expression de c-zyc pouvait etre
associée 2 Vinduction de 'apoptose (Evan ef al, 1992 ; Thompson ez a/, 1998 ; Vermeulen
et al, 2003). Inversement, la diminution ou la suppression de c-myc a également été
impliquée dans Pinhibition de 'apoptose, ce qui est en accotd avec les résultats que nous
avons obtenus avec le DEHP (Dong ¢f al, 1997 ; Canelles ez 4/, 1997 ; Genestiet ef al.,
1999 ; Adachi ez a/, 2001 ; Sarkar ez 4/, 2003).

La coopération entre c-yc et les membres de la famille de protéines Bcl-2 lots du
processus apoptotique a plusieurs fois été mise en évidence, mais les mécanismes de cette
interaction ne sont que partiellement élucidés (Bissonnette ez al, 1992 ; Fanidi ef a4/, 1992 ;
Mitchell ez 2/, 2000 ; Soucie e# al, 2001 ; Juin ef al., 2002 ; Klefstrom ez a/.,, 2002).

Le géne bax contient dans son promoteur un élément de réponse a c-mye
(E-box séquence) et il a été démontré que bax pouvait étre activé par c-mye (Mitchell ez al,
2000). Dans notre étude sur le DEHP, Pexpression de bax teste stable, ce qui est en
accord avec le fait que lexpression de bax ne peut étre activée par c-myc puisque
Pexptession de c-7yc diminue.

Nous ne savons pas si #c/-2 posséde également ’élément de réponse a c-my., mais
cela serait tout 4 fait possible, compte tenu des homologies de séquences existant entte les

membres de la famille Bcl-2.

L’étude de Pexpression de c-myc a montré des différences en réponse aux
traitements par des substances transformantes.

Dans les premiéres étapes de la transformation motphologique induite par le zinc
et le BaP, il semblerait que c-myc ne soit ni impliqué dans la prolifération cellulaire, ni
dans PVinhibition de Papoptose, puisque son expression reste inchangée. Par contre,
laugmentation de c-myc observée lors du traitement avec le 2,4-D, pourrait étre un
facteur de la transformation cellulaire induite par le 2,4-D.

Les résultats obtenus suite au traitement avec le DEHP, supposent que
Pexpression de c-myc ne serait pas augmentée dans les premiéres étapes de la
transformation cellulaire, mais au contraire que sa diminution contribuerait 4 'inhibition
de I'apoptose. Nous n’excluons pas le fait que lexpression de c-myc pourrait étre

augmentée dans les phases tardives de la transformation cellulaire, ce qui serait en
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accord avec ses propriétés proliférattices et transformantes, observées dans les lignées

cellulaires transformées.

Biodisponibilité des substances testées, et notamment du zinc.

Lors des expérimentations iz vifro, on se heurte au probléme de la biodisponibilité
des substances dans le milieu de cultute, pour 'extrapolation des résultats obtenus zz vitro
au contexte 7z vvo, et notamment dans le cas du zinc.

La question posée est celle de la signification des effets du zinc 77 vifro, et de leur
transposition au contexte z zivo. En effet, les concentrations intracellulaites de zinc
n’excédent pas 20 pM. On peut considérer que les concentrations de 100 a 150 pM,
auxquelles nous avons obtenu des effets transformants, sont largement supéricures aux
concenttations physiologiques. En fait, les concentrations nominales ne cottespondent
pas aux concentrations biodisponibles, compte tenue de I'adsotption du zinc par les
protéines sériques du milieu de culture, qui diminue considérablement les concentrations
réellement biodisponibles 7z viro. En effet, nous avons pu montrer que la concentration
en zinc était diminuée de 50% dans un milieu supplémenté par 12-15% de sérum de veau
feetal (Alexandre et a/., 2000c).

Par exemple, dans un milieu complété a 15% de sérum, 300 uM de zinc sont
nécessaires pour inhiber I'apoptose induite par la camptothécine (Alexandte e a/, 2000a),
tandis que dans un milieu & 5% de sérum, 150 uM de zinc suffisent 2 inhiber les effets de
la camptothécine. Toutefois, pour les essais de transformation cellulaire, la concentration
de 5% de sérum est insuffisante pour assuter le clonage cellulaire de ces cellules primaires
ou secondaires.

Ceci pourrait expliquer Iincapacité du zinc a inhiber I'apoptose induite par le BaP
et par conséquent, 2 modifier l'expression de bax, catr lots de ces premiers essais, la
concentration de sérum utilisée était de 15%. A ce taux de sérum, le zinc n’est pas
suffisamment biodisponible pout inhiber I'apoptose induite par le BaP.

Des essais complémentaires 2 des concentrations en sérum inférieures a 15%,
seraient nécessaires, afin de vérifier les effets anti-apoptotiques du zinc sur 'apoptose

induite par le BaP.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Le but de ce travail consistait dune patt, & étudier I’hypothése qu’une défaillance
des processus apoptotiques favoriserait la transformation cellulaire, et d’autre patt, 2
élucider certains des mécanismes moléculaires de substances inhibitrices de 'apoptose.

Ce travail a été réalisé sur les cellules embtryonnaires de hamster Syrien. Ces cellules
permettent d’étudier les stades précoces de la transformation cellulaire, mais aussi le

comportement de cellules normales face 4 des substances potentiellement cancérogenes.

*  Dans la premiéte partie de cette étude, nous avons mis en évidence que
toutes les substances anti-apoptotiques testées, 2 savoir le zinc, le DEHP et le
fomesafen, induisaient la transformation morphologique des cellules SHE.

Les résultats obtenus confortent I’hypothése qu’un traitement avec des substances
anti-apoptotiques augmenterait la viabilité de cellules altérées, et contribuerait a

augmentation de la transformation cellulaite.

*  Les expérimentations réalisées avec le 2,4-D, une substance partageant des
propriétés communes avec le DEHP (cancérogene non-génotoxique et
proliférateur de peroxysomes), ont montré que le 2,4-D augmentait la
transformation morphologique des cellules SHE mais sans inhibet I'apoptose.
Les mécanismes de la transformation cellulaite induite par des cancérogenes
non-génotoxiques sont divers et ne sont pas uniquement liés 2 un
dysfonctionnement du processus apoptotique. Inversement, I'absence d’effets au

niveau apoptotique ne garantit pas 'absence d’effets transformants.

Lors de ces excpérimentations nous n'avons pu établir qu'une relation entre les effets transformant
de ces substances et leur implication dans la perturbation du processus apoptotique, puisque les techniques
utilisées dans cette étude ne nous permettent pas d'étudier I'apoptose dans des cellules ensemencées en
densité clonale. Des expérimentations ultérienres seraient nécessaires afin d’adapter les techniques d'étude

de 'apoptose aux conditions du test de transformation cellulaire.
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* La seconde partie de cette étude avait pour but d’étudier certains

mécanismes de linhibition de P'apoptose pat le zinc et le DEHP. Nous avons
montré que ces substances exercaient leurs effets anti-apoptotiques ua une
augmentation du tatio bc-2/bax, suggérant que ces substances petturberaient le
fonctionnement de la voie apoptotique mitochondriale. Des différences ont
toutefois été observées, puisque le zinc augmente 2 la fois Pexpression des geénes
bel-2 et diminue celle de ax tandis le DEHP augmente uniquement I'expression de
bel-2.

Des études complémentasres seraient nécessaires afin de vértfier si bel-2 et bax contiennent dans
leur promotenr un élément de réponse aux métanx, qui pourrait expliquer 'augmentation de bcl-2 et la
diminution de bax, en réponse d un trattement par le inc.

L'étude de Pexcpression d’autres membres de la famille Bel-2, comme Bel-scL. ou les protéines
pro-apoptotiques BH3, au niveau transcriptionnel et post—tmmmptz'onne/, serait utile pour approfondir
Jes miécanismes anti-apoptotiques du ginc et du DEHP.

Compte tenu des effets observés sur les génes régulatenrs de la voie apoptotique mitochondriale, i/
serait également intéressant d’observer les conséguences de ces effets, an nivean des protéines mitochondriales
(par exemple le cytochrome c), qui participent d la promotion du processus apaoprotique, et dont l'activation

est sous le controle de la famille des protéines Bel-2.

*  Lors de nos expérimentations, 'étude de P'expression de c-zye s'est révélée

trés différente en réponse aux substances transformantes testées.

*  Tout d’abord, 'augmentation de lexpression de c-myc pourrait étre un

facteur de la transformation cellulaire. Cependant cette relation n’a seulement €té
observée avec le 2,4-D. En effet, ni le zinc, ni le DEHP, ni le BaP n’ont montré
d’augmentation de c-zye, suggérant que I'augmentation de c-mye n’intervient pas
dans les premiéres étapes de la transformation cellulaire induite par ces substances.

La relation entre le zinc et c-myc mérite d’étre étudiée. Si le zinc, dans les conditions
de culture normales ne modifie pas Pexpression de c-7y, il maintient au contraire
Pexpression de ce ptoto-oncogéne, normalement réprimée en I'absence de facteurs

de croissance.
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*  L’expression de c-myc diminue suite au traitement avec le DEHP,
parallélement a 'augmentation de I'expression de &¢/-2. Nous avons supposé que
Pexpression de c-myc était corrélée avec linhibition de I’apoptose, et qu’en
conséquence, c-zyc pourrait interagir avec certains genes de la voie apoptotique
mitochondriale.

Ces résultats montrent que I'implication de c-zyc dans I'apoptose et dans la

transformation cellulaire, est trés complexe.

Dans le cas de la sur-excpression de c-myc par le 2,4-D, des études complémentaires seraient utiles
afin de déterminer les mécanismes qui activent c-myc. Létude du profil de miéthylation de ’ADN
ponrrait étre envisagée, compte tenu des résultats de la littérature qui ont montré que I'hypométhylation de
c-myc, en réponse d certains prolifératenrs de peroxysomes, pouvast étre corrélée a ['augmentation de son
expression.

Les miécanismes d’action de c-myc lors du processus apoptotique nécessiteratent d'étre approfondss

afin de comprendre comment bel-2 et ses homologues coopérent avec c-myc pendant I'apoptose.

Les mécanismes de contrdle de I'expression de c-myc différent selon les types
cellulaires, ainsi qu’il ressort de nos résultats et de ceux de la littérature.

Il est essentiel de travailler avec des cellules normales pour étudier les étapes
précoces de la cancérogenése. En cela, le modéle cellulaire SHE fournit un modéle
pertinent et trés utile pour les études de toxicologie fondamentale et des mécanismes de la

cancérogenése.
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ANNEXE 1

Comparaison de la performance du test de transformation morphologique des
cellules SHE avec les tests de génotoxicité et de cytogénétique classique

(OCDE., 2001 ; Vasseur et al,, 2004).

Ames  Mouse Transformation  Aberrations  Micronoyaux

Lymphoma Morpholog q!é; chromosomiques  (MN)

L.5178Y des i (ABS) in vivo

MLA) - in vitro
Concordance 51 % 78 % 62 % 50 %
Sensibilité 38 % 93 % 61 % 48 %
Spécificité 82 % 39 % : 63 % 58 %
Prédictivité positive 83 % 79 % i 77 % 80 %
Prédictivité négative 36 % 69 % 45 % 25 %
Faux positifs 62 % 7% & L 39 % 52 %
Faux négatifs 18 % 61 % 30% 37 % 42 %

Concordance : pourcentage de corrélation entre P'expérimentation 7z vivo et in vitro (a+b)/(a+b+c+d)*100
Sensibilité : Pourcentage de cancérogénes qui sont trouvés positifs en transformation cellulaire
(a/a+c)*100

Spécificité : Pourcentage de non-cancérogénes qui sont trouvés négatifs en transformation cellulaire

(d/b+d)*100
Prédictivité positive : Pourcentage de positifs en transformation cellulaite qui sont cancérigénes
(a/a+b)*100
Prédictivité négative : Pourcentage de négatifs en transformation cellulaire qui sont non-cancérigénes
(d/c+d)*100

Faux positifs : b/b+d

Faux négatifs : c/a+c

In vivo
In vitro Cancérogenes Non-cancérogenes
+ a b
J c d
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ANNEXE 2

Composition du Milieu de Eagle Modifié par Dulbecco (DMEM)?!

COMPOSAN

s e mp/mE

o

SELS INORGANIQUES

200,00

Ca(l, (anhydre)
Fe(NO,) 9H,0O 0,10
KCl 400,00
MgSO, (anhydre) 97,67
NaCl 6400,00
NAH,PO, H,O 125,00
1000,00
Pyruvate de Sodium 15,00

FACIDESAMINESEREE SRS 00 a0 f
L-Axginine HCl
L-Cystine 2H,0 62,77
L-Glutamine 584,00
Glycine 30,00
L-Histidine HC1 H,0 42,00
L-Isoleucine 105,00
L-Leucine 105,00
L-Lysine HCI 146,00
L-Methionine 30,00
L-Phénylalanine 66,00
L-Sérine 42,00
L-Thréonine 95,00
L-Tryptophane 16,00
L-Tyrosme (sel dissodique) 104,18
L-Valine 94,00

NITAMINES: = ciiid 400
Pantothénate de Calcium 4,00
Chloture de Choline 4,00
Acide folique 4,00
I-inositol 7,20
Nicotinamide 4,00
Pyridoxine HCI 4,00
Riboflavine 0,40
Thiamine HCl 4,00

! Le milieu DMEM utilisé correspond au milieu DMEM en poudre n° 31600 de chez Gibco/Life Technologies

commandé sans rouge de phénol.

177





