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Introduction

INTnooUCTION

La transformation cellulaire est le processus de conversion in uitro de cellules

normales en cellules ptésentant un phénotype < uansformé > ou anoTrnal, pouvant évoluer

vers l'état néoplasique. Elle peut être observée in uitro et fait l'objet de nombreuses études

en tant que modèle de cancérisation chez I'arimal.

La transformation cellulaire peut être la conséquence d'effets mutagènes ou

génotoxiques dont la cause peut être d'origine chimique, physique ou biologique.

Ces effets sont facilement détectés par les essais in aitro validés à I'heute actuelle. Mais la

transformation cellulaire peut aussi résulter d'effets épigénétiques touchant la

diffétenciation, les voies de conttôle activatdces ou inhibittices du cycle cellulaire,

I'apoptose... Ces mécanismes sont moins facilement identifiés, mais la détection des

substances toxiques à long teme agissant par des mécanismes épigénétiques n'en reste

pas moins fondamentale.

Les essais de transfotmation cellulaire utilisant des cellules normales de

mammifères de type cellules embryonnaires de hamstets Syriens (SHE) s'inscrivent dans

la recherche des mécanismes de toxicité à long terme des substances chimiques sur les

organismes biologiques.

L'acttvaion de la prolifétation cellulaire a longtemps été considérée cofiune le seul

facteur de la transformation cellulaite cancéteuse. Cependant, les connaissances actueiles

ont permis de démontrer que la dêfatllance des voies inhibitrices de la croissance et de la

division cellulaire est un facteur tout aussi important que l'activation des voies

prolifératrices.

L'apoptose est un processus de mort cellulaire programmée intervenant dans

l'homéostasie cellulaite et pennettant l'élimination des cellules altérées et

non-fonctionnelles pour l'organisme. La défailance des voies apoptotiques a été avancê.e

cofiIlne pouvant être I'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 :uavul est de vérifier I'hypothèse selon laquelle une inhibition des

processus apoptotiques contribuerut à la transformation cellulaire, et d'étudier les

mécanismes d'inhibition de l'apoptose de deux substances modèles :

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

r le DEHP (di-2-ethylheryl phtalate), un cancérogène non-génotoxique, chez

les rongeurs, proliférateur de petoxysomes hépatiques, et connu porrr ses effets

transforma nts in uitro.

La relalorr entre l'apoptose et la transformation cellulaire a ensuite été étudiée

dans le cas du 2r4-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 Sytiens (SHE).

A l'opposé des lignées cellulaires établies, les cellules SHE sont des cellules nomales,

diploïdes et capables de métaboliser un gtand nombre de substances chimiques.

Le système cellulaire SHE constitue non seulement la base des essais de transformation

cellulaire in yitro mais founit également un modèle peninent pout l'étude mécanistique de

Ia cancérogenèse in uitro.

L'étude des effets sur I'apoptose des substances étudiées a é.té Éahsée à l'aide de

techniques permettant :

une approche descriptive basée sur l'étude de Ia morphologie et sur la

fragmentation de I'ADN caractéristique des cellules apoptotiques.

une approche mécanistique basée sur l'étude de la modification de I'expression

de gènes impliqués dans le conttôle du processus apoptotique etf ot de la

prolifétation cellulaire (bc/-2, bax, c-m1c. ..).

Ce uavail s'inscrit dans la continuité des travaux amorcés dans notre laboratoire

par Alexandre eî aI, qrtt avaient déterminé les facteurs de l'apoptose dans les cellules SHE

et défini ses indicateurs.
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A. SvxtrrESE BIBLIocRAPHIQUE

I. LE TNENSFORMA'TION CELLUI-AIRE

I La cancérogenèse in vivo

L'apparition d'un cancer cliniquement décelable est un processus souvent long qui

fait intervenir plusieuts étapes importantes de transformation confétant aux cellules un

phénorype néoplasique (Harris, 1,991). La transformation cellulaire est un processus

multiétape qui résulte de l'accumulation dans une cellule de plusieurs anomalies

génétiques et épigénétiques. Les cellules altérées par ces événements génétiques et/ou

épigénétiques acquièrent par rapport aux cellules normales des avantages sélectifs en

terme de prolifération et de survie.

Les cellules cancéreuses croissent de façon anatchique (perte de I'inhibition de

conract, perte de Ia nécessité d'ancrage...). Elles perdent leur spécialisation, on dit aussi

qu'elles se dédifférencient. Enfin, elles peuvent envahir d'autres tissus et former des

métastases.

1.1 Les mécanismes génotoxiques de la cancétogenèse

Les agents génotoxiques altèrent Ia strucrure de la molécule d'ADN soit par

eux-mêmes (génotoxiques directs) soit par leurs métabolites (génotoxiques indirects).

L'altération de I'ADN peut être due à des changements dans la structure de la séquence

des gènes, par des mutations (insertions, inversions, délétions...), des réatrangements

chromosomiques, des adduits, des cassures, des réactions d'oxydations....

Lorsque la répanaon de |ADN est défaillante ou insuffisante, l'aItétatton des

séquences codantes de I'ADN peut avoir des conséquences graves pour la cellule et ses

descendantes, notamment sur le cycle cellu\aire,Ia différenciation, la division cellulaire, les

slstèmes de sauvegardes apoptotiques. . ..
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I.2 Les mécanismes non-génotoxiques ou épigénétiques de la

cancérogenèse

Les cancérogènes dits < non-génotoxiques )) ou ( épigénétiques > n'agissent pas

directement au niveau de I'ADN, mais interfètent avec sa structute et ses fonctions,

perrurbant les mécanismes de régulation du cycle cellulaire, de prolifétation, de

différenciation, de l'apoptose... comme les cancétogènes génotoxiques (Bertram, 2000).

Les mécanismes de la cancêrogenèse épigénétique incluent :

I la perturbation des signaux de ttansduction qui contrôlent la ctoissance cellulaire

et la différenciation, incluant I'activation des ptotéines kinases et l'inhibition des

phosphatases.

r la modification du ptofil de mét\lation de I'ADN.

I la peturbation des mécanismes de réplication, de ttanscription et de réparation

de I'ADN.

l'inhibition des télomérases.

l'inhibition des mécanismes apoptotiques.

I'altération des membrafles cytoplasmiques et l'inhibition des communications

intetcellulaires.

I l'induction du stïess oxydant et Ia ptoduction de tadicaux libres.

I l'activation du métabolisme des polyamines, par exemple par I'acttvation de

l'ornithine décarboxylase (ODC).

I l'activation de proto-oncogènes etf ot l'inactivation des gènes suppresseuts de

tumeufs.

I

Ces cancérogènes posent des problèmes de détection car ils échappent au

screening in uitro réalisé pour les substances chimiques, et orienté sur la techerche des

altérations structurales de I'ADN. Seules les expérimentations animales à long terme et les

études épidémiologiques permettent de détecter la toxicité de ces substances.
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Figure 1: Schéma représentant le ptocessus multiétapes de Ia cancêrosenèse in uiuo et

de la transformation cellulai-te in uitro (d'après Combes et a/.,1999).

^? ^3^ fu-
3.ffi -# g.#* 3d.€;-c*-- {gtô "Sti

Initiation Promotion

cerulgs ----+ Ill{:il?lîl- rmmortarité 
t;flâiiffi:Tlî

normates morpnologtque (cellules néoplasiques)

@o
Modèles

cellulaires

Cellules
non malignes

SHE (pré-néoptaéiques) Balb / c3T3
c3H10T "'



Svnthèse Bibliooraphic ue

Les essais de transformation cellulaire in uitro ont été développés notamment pour

détecter les cancérogènes non-génotoxiques qui répondent négativement à certains tests

de génotoxicité standardisés (test d'Ames sur Salnonella flphimuriun, test de mutation du

locus HGPRT sur cellules de mammifères CHO (cellules ovariennes de hamster Chinois),

test L5178Y Mouse Lymphoma, test d'aberrations chromosomiques, test micronoyaux

in uiuo et in uitro...) (Berwald et Sachs, 1,963; Berwald et Sachs, 1,965; Batrett et a/., 1.984).

Les essais de transformation cellulaire ne font cependant pas partie actuellement des

essais de screening réglementaires pour l'évaluation des substances chimiques, qui

constituent des alternatives aux essais de cancétogenèse à long terme chezl'antmaL

Les essais de transformation cellulaire in uito

2.1, Définition de la transformation cellulaite

La transformation celiulaire in uitro est le processus de conversion qui transforme

une cellule normale en une cellule présentant un phénoripe pré-néoplasique dotée de

propriétés oncogéniques (Elias & Cavelier,1.982; Vasseur et a/., 1.998). Après plusieurs

pâssages> les cellules issues de colonies transformées, acquiètent I'immortalité et un

potentiel tumorigène, défini comme Ia capacrté à développer des tumeurs in uiuo après

inoculation à des animaux isologues ou immunodéprimés (Be ald et Sachs, 1963;1965).

Dès 1978, Barrett et Tso's ont montré que Ia transformation cellulaire in uitro reproduisait

les différents stades de la cancérogenèse in uiuo (figure 1).

2.2 Modèles cellulaires utilisés pour l'étude des différents stades de la

cancérogenèse

Plusieurs modèles cellulaires sont utilisés pour étudier les différents stades de Ia

cancérogenèse in uitro. On appelle stades précoces, les étapes qui transforment une cellule

< normale ) en une cellule < pré-néoplasique >. Les étapes ultérieures transforment une

cellule < pré-néoplasique ) en une cellule < néoplasique > dans les stades tardifs de la

trans formation cellulaire.
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. Modèles cellulaires utilisés pour l'étude des stades précoces de la

transformation cellulaire

Les cellules embryonnaires de hamstet Syrien constituent le système cellulaire le

plus utilisé @erwald & Sachs, 1,963 ; Pienta et al., 1,977 ; DiPaolo & Casto, 1'979 ; Bartett

et al., 1984). D'autres modèles comme les cellules épithéliales de souris, les cellules

épithéliales de rat, les fibroblastes humains peuvent également être étudiés. .. @artett et

at., 1.984). Ces cellules sont utilisées dans leuts premiets passages. Les cellules SHE sont

normales, diploTdes, non différenciées et capables de métaboliser un grand nombte de

cancérogènes. Ce modèle a été utilisé très tôt pout étudiet le comportement de cellules

notmales au cours des étapes ptécoces de la cancérogenèse @arrett & Ts'o, 1,978:' Batrett

et a/.,1,984).

Le critère de transfotmation est la mise en évidence de colonies transformées

caractértsées par une structure désorganisée et une ctoissance anatchique. Dans le

système SHE, l'apparition de colonies transformées est observée au bout de 8 iouts de

clonage.

Les cellules sont alors à un stade pté-néoplasique, et ne sont pas encore

tumorigènes, mais peuvent le devenir aptès plusieurs passages et inoculation à de jeunes

animaux isologues ou immunodépdmés @erwald et Sachs, 1,963 ;1965).

. Modèles cellulaires utilisés pour l'étude des stades tardifs de la

transformation cellulaire

Les lignées cellulaires mudnes BALB/3T3 et C3H 10T1/2 sont des systèmes

également très étudiés (Heidelberger et al., 1983). D'autres modèles moins courants

conune les lignées cellulaires de hamstet Syden (i.e. BHI( ou FOL-2), des lignées

cellulaires de hamster Chinois (i.e. CHEF) peuvent également êtte utilisés... (Barrett et al.,

1,984). Ces lignées cellulaites sont constituées de cellules anotmales, aneuploïdes et

présentent des capacités de métabolisation limitées (Schechtrn n,1985). Ces lignées sont

de bons modèles pour étudier Ie comportement de cellules à des stades avancés de leur

transformation néoplasique, et notamment, le compoftement que peuvent avolf ces

cellules face à des agents ani-cancéreux utilisés en chimiothétapie.
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Le critère de transformation est la formation de foyers de transformation Glp. I,

II, III, selon le degré de transformation). Ces foyers représentent des zones de forte

densité cellulaire etf ott d'altération de la morphologie cellulaire pâr râpport au tapis

cellulaire monocouche. L'appadtion de foyers transfotmés est observée au bout de

4-6 semaines. Les cellules des foyers de type III sont généralement tumorigènes après

implantation à un animal hôte approprié (animal isologue, souris immunodéprimées

< souris nude >) ; Ies cellules des foyets de type II étant tumorigènes avec une plus faible

orobabilité.

2.3 Les essais de transformation morphologq.r. des cellules

embryonnaites de hamster Syrien (SHE)

Au début des années soixante, Berwald & Sachs ont été les premiers à décrire les

étapes successives de la transformation molphologique, suite à une exposition avec des

HAPs, comme le 3-methylcholanthrène ou le benzo(a)pyrène (1,963 ;1,965). Leurs travaux

ont montré que des cellules primaires et notmales cultivêes in uitro potwaient êtte

morphologiquement transformées sous I'action de cancérogènes chirniques. Ces cellules,

après plusieurs repiquages, induisent un développement tumoral plusieurs semaines après

inoculauon à de jeunes animaux isologues ou immunodéprimés. Ce sont ces résultats qui

ont se de base au développement des essais de transformation cellulaire pour l'étude de

la cancérogenèse in uitro et la détection des cancérogènes chimiques.

L'évaluation de Ia transformation cellulaire est basée sur des critères

phénotypiques (DiPaoIo eT a1.,1,911). Le bouleversement de la communication des cellules

avec leur environnemerit, et la perturbation de Ia dynamique de ctoissance des cellules,

sont à I'odgine du phénorype transformé. Moqphologiquemeflt, on observe (figure 2) :

un entrecroisement et un enchevêtrement des cellules dus à la perte de

l'inhibition de contact et à la perte de l'inhibition cellule-dépendante.

une augmentation du ratio noyauf cytoplasme qui confère aux cellules un aspect

filamenteux.
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I une augmentation de la basophilie, phénomène qui

oour la colonie et lui donne une couleur sombre.

accroît l'affintté du colorant

L'acquisition du phénotype néoplasique peut être lié à :

r des altérations génétiques et génomiques

chromosomiques. . .).

t à la perrutbation et/ou de la défaillance du contrôle

cycle cellulare, la prolifétation cellulaire, l'apoptose et

uia l'acttvation de proto-oncogènes etf ou l'altération

(aneuploïdie, échanges

de mécanismes tels que le

la différenciation cellulaite,

des gènes suppresseurs de

tumeufs.

(DiPaolo et a/., 1.971 ;Barett et a/., 1983; Barrett et Flechter,1987 ;Isfot et a/.,

1994 ; Endo & Hieber, 1995 ; Tsutsui er a/.,1997).

A ce jour, plus de 500 agents chimiques ou physiques ont été testés sur ce système

cellulaire et une concordance de plus de 80o/o a été montrée avec les essais in uiuo sur

rongeurs (Heidelbetger et a/., L983 ; Isfort et al.,'1.996 ; Engeihardt er a/.,2004).

Différents protocoles ont également été développés dans le but d'amél-iorer les

performances des essais de transformation in uitro: utjïsation d'un schéma

initiation/promotion (Chouroulinkov & Lasne, 1978 ; Bessi e/ a/., 1995) et acidification du

milieu de culture des cellules SHE (I-eboeuf et a/.,1989 ; Leboeuf et a/.,1992;I{erckaert et

a/., 1.996; Custer er a/., 2000).

Le test de ttansformalion morphologique sur cellules SHE, se révèle

particulièrement performant pour la détection des substances cancérogènes en

comparaison avec les tests de génotoxicité et de mutagenèse classiquement utilisés

(test d'Ames, Mouse lymphoma, test micronoyaux...) (Annexe 1), mais également

comparativement aux essais de transformation moqphologique sur lignées cellulaires

BALB/3T3 et C3H1Oat/z (OCDE,2001,;Vasseur et al.,2004).

Les essais de transformation moryhologique ont fait leurc preuves dans Ie

domaine de Ia cancérogenèse in uitto et sont actuellement au ptogtamme de

validation de I'OCDE.
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2.4 Utilité des cellules SHE dans l'étude des mécanismes de la

cancérogenèse

Le système cellulaire SHE a été utilisé très tôt pour l'étude mécanistique de la

cancérogenèse. Les mécanismes épigénétiques de la transformation cellulaire sont

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

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

oxydatifs, l'inhibition de l'apoptose.. ..

De nombreux travaux font état d'une relation entre ltinhibition des

comrnunications intercellulaires et I'augmentation de la transformation cellulaire

(Rivedal et a/., 1.985 ; Mikalsen & Sanner, 1993 ; Cruciani et a/., 1997a ; Cructari et a/.,

1997b; Rivedal et a/.,2000; Mally & Chipman,2002). Cependant cette relation n'est

pas s1r51f6atique et d'auttes mécanismes peuvent intervenit pour promouvoit Ia

transformation ceilulaire (Bessi et a/., 1994; Rivedal er a/., 2000).

Les dommages à I'ADN consécutifs à un stress oxydant, sont également cités

comme pouvânt être des facteurs de Ia transformation cellulaite.

En 2000, Zhang et a/., ont montré que I'acrylonitrile induisait la ttansformation

cellulaire avec en parallèie une oxydation de I'ADN (OH8dG), et que ces effets

étarent inhibés par un co-traitement avec des anti-oxydants e ct-tocophérol et

O - epigallocathechin- 3 gallate (EGC G).

Un dérèglement de I'activité de I'ornithine décarboxylase (ODC), une enzyme

impliquée dans la prolifération cellulaire et daris la synthèse de polyamines, a

également été mis en évidence dans les cellules SHE lors d'une exposition avec des

substances cancétogènes chez les rongeurs (À,{ALD, DEHP) et aux concentrations

induisant Ia transformation ceilulaire in uitro (Dhalluin et a/., 1,997 ; 1.999).

Parallèlement un traitement âvec ces mêmes substances, a montré une dirninution

de I'apoptose ainsi qu'une augmentation de la protéine BcI-2, une protéine qui

augmente la durée de vie des cellules en inhibant l'apoptose.

Le dysfonctionnement de I'apoptose a été avancé comme un facteur

poavant favodser I'induction de Ia transfotmation cellulaire.
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II. L'APOPTOSE

Dans un otganisme vivant, les cellules normales qui se divisent peuvent également

patticipet activement à leut propre destruction grâce à un processus physiologique de

mot cellulaire programmée appelé apoptose (Ameisen, 2003).

Ce ptocessus, hautement conservé entte les espèces, est nécessaire pour le

développement de I'otganisme et le maintien de I'homéostasie cellulaire. Ainsi, on estime

à plusieuts milliatds, le nombre de cellules qui sont détruites chaque jour pour laisser la

place à des cellules fonctionnellement plus compétentes.

A la fin du XIXè, ces phénomènes de mort cellulaire furent décrits pour la

ptemière fois au cours de ttavaux suT Ia tansformation larvate. Toutefois, ces

observations futent considétées cofiune la conséquence d'ereurs inévitables dues à la

production massive de cellules pendant le développement embryonnaire. Ce n'est qu'au

début des années 70 que l{erc et a/., ont introduit pour la première fois le concept

d'apoptose. Les premiets travaux ont tnrté de l'importance de l'apoptose dans

l'élimination de cellules et de tissus inutiles durant l'embryogenèse (par exemple,

l'élimination des tissus qui yoignent les doigts, permettânt ainsi leur individualisation)

(Ameisen, 1996 ;2003).

Les études qui ont suivi, ont démontré l'impotance de ce mécanisme dans le

maintien de I'homéostasie tissulaire. Ainsi l'apoptose tégule les populations cellulaires en

éliminant les cellules non fonctionnelles etf ot dangereuses pour I'organisme (par

exemples, les cellules tumotales, les lymphocytes-T autoréactifs...) o.r altérées (cellules

mutées, infectées. . .).

La compréhension des mécanismes de l'apoptose a débotdé le cadre de la

cancétogenèse sut le plan médical et il apparaît maintenant que la plupart de nos maladies

actuelles (maladies neuro-dégénétatives, SIDA, hépatites...) sont liées à une défaillance

des ptocessus apoptotiques (Solary et a1.,1.993; Thompson, 1995 ; Solary er a1.,2002).

10
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'1, Canctéristiques mo{phologiques de ltapoptose et de la nécrose

L'élimination des cellules endommagées ou inutiles pour l'organisme peut se faite

selon deux mécanismes distincts qui sont la nécrose et l'apoptose (figure 3).

La nécrose, consécutive à une lésion tissulaire ou cellulaire, s'accompagne d'une

réaction inflammatoire. Elle est c ractérisée par un gonflement de la cellule, une dilatation

des mitochondries et une dissolution des otganites cellulaires. La membrane plasmique

fintt par se rompre, libérant ainsi 1e contenu cytopiasmique dans le milieu extracellulaire.

A l'opposé, I'apoptose est un mécanisme de mort cellulaire programmée, qui

permet un renouveliement sélectif des cellules. Si la néctose ressemble à 1i< explosion > de

la cellule, l'apoptose correspond plutôt à son < implosion >. En effet, pendant le processus

apoptotique, le cytoplasme se rétrécit et la chromatine se condense ; cependant tous les

organites ceilulaires gardent leur intégrité. La membrane plasmique bouillonne, mais ne se

rompt pas, évitant ainsi le relargage du contenu cytoplasmique dans le milieu

extracellulaire flWylli., 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, prête à être vacuolisée.

Les fragments cellulaires résultant de la phase finale de l'apoptose, aussi appelés

(co{ps apoptotiques) vont être éliminés par phagocytose (Alibert & Chimini,2002).

La phagocytose des cellules apoptotiques est tout à fait particulière dans Ie sens où les

cellules à éliminet sont des cellules du soi et non des pathogènes. 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

phosphatidylsérines, normalement retenus sur la face interne de la membrane plasmique,

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

Mécanismes moléculaires de I'apoptose

2.1, Introduction

Succinctement, le processus apoptotique se décompose en trois phases.

11
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. la phase dtinduction, qui est réversible, va dépendre du signal inducteut et du type

cellulaire. Ces signaux peuvent avoit :

I une otigine physique : ies ultraviolets, les tayons X. . '.

I une origine chimique : cettains xénobiotiques, notamment ceux utilisés

chimiothérapie tels que certains inhibiteuts des topoisométases I et

(camptothécine, étoposide), les anti-métabolites (5-fluoro-2'-deoxyuddine,

methotrexate), les inhibiteurs de la synthèse de ptotéines (cycloheximide)

(I(aufmann & Earnshaw, 2000).

I une otigine biologique cofiune l'hypoxie, I'hypethermie, la privation des facteurs

de survie, les dommages de I'ADN, les infections virales, les signaux de motts, un

dysfonctionnement de cetains tégulateurs de I'expression génique ou de la

prolifétation cellulaire. . ..

r la phase d'exécution va dépendte du signal inducteur. Deux grandes voies sont

impliquées dans cette phase. Il s'agit de :

r la voie exttinsèque des récepteuts membtanaires.

I Ia voie intinsèque mitochondriale.

Ces deux voies diffèrent selon leur mécanisme d'action, mais leur activation

aspartate-specific protéases).

r la phase de dégradation est irréversible. Cette phase est en grande partie sous le

contïôle des caspases. Ce sont ces protéases qui une fois activées dégradent divers

substrats nécessaires à la vie de la cellule, ceTtaines enzymes participant au maintien

de l'intégrité de I'ADN (comme la poly-ADP-ribose polymetase @ARP-1))....

Les caspases activent les endonucléases spécifiques de ftagmentation de I'ADN

(Cohen et Duke, 1984). C'est également pendant cette phase que la cellule acquiète

les modifications morphologrques caractéristiques de l'apoptose (condensation de la

chromatine et ftagmentation de I'ADN).

en

II

1,2
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unité, conduit à la forme active de I'enzyme : deux hétérodimères composés

chacun de I'association des deux sous-unités, et comprenaflt deux sites

cataiytiques (d'aptès Couzinet et ai.,2002).



2.2 Les caspases: acteurs principaux de I'exécution du pfocessus

apoptotique

Les caspases (cysteinyl aspatate-specific ptotéases) constituent une famille de

pfotéases à cystéine (fhotnberry &.Lzzebnik, 1998). D. nombteuses publicatiofis ont

montté le tôle pdmord.ial de ces protéases dans l'exécution du ptocessus apoptotique :

I une sur-expression de ces protéases conduit à la mott cellulaire paï apoptose des

cellules (I(ôhlet et a/.,2002).

r des inhibiteurs synthétiques ou natutels des caspases inhibent le ptocessus

apoptotique induit par divers stimuli peblanc et a1.,2003).

r des défaillances du processus apoptotique sont observées sur des animaux

< knockout > déficients en urie ou plusieurs caspases (fuida et a/.,'l'998).

Chez les mammifères, il a été identifié à ce jout 1'4 caspases diffétentes.

Ces enzymes sont présentes dans le cytoplasme sous la fotme de pto-enzymes inactives'

ou zymogènes.

Les pfo-caspases Q2-56 I{Da) contiennent ttois principaux domaines: un

pro-domaine N-terminal, une grande sous-unité (17 -21, I(Da, domaine p20) et une petite

sous-unité (10-13 I(Da, domaine p10). L',activation des caspases implique la protéolyse de

leur forme zymogène au niveau d'un résidu aspattique (figure 4)' Deux étapes successives

vont libérer d'abord la petite sous-unité puis la grande sous-unité' Il en tésulte la

formation d'un hétérod-imère composé des deux sous-unités. La forme active de l'enzyme

est un tétramère composé de deux hétérodimères contenant chacun un site actif pout

cysréine bien conservé, le pentapeptide QACXG (Couzinet et a1.,2002;I{ôhler et al',

2002).

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

leut pro-domaine et le rôle qu'elles tiennent pendant l'apoptose :

r Caspases à long pro,domaine (caspase amont ou initiatrice) : les caspase-l,

-2, -4, -8 et -9.

Cette catégode est à l'origine de l'activation en cascade des caspases' Elles servent

d,intermédiaires dans la transduction des signaux de mort. Elles participent également à la

13
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formation de nombreux complexes ptotéiques qui tégulent les voies apoptotiques.

Un exemple très étudié est le complexe protéique appelé (apoptosorrre>> (Cain et al',

2002). Le cytochrome ,; une protéine mitochonddale, intetagit avec la protéine Apaf-l

(Apoptotic protease activating factot). En présence d'ÂfP (adénosine ttiphosphate), la

pro-caspase-9 est recfutée. Ce complexe active la caspase-9, qul active ensuite la

caspase-3, une caspase effecuice, en partie tesponsable des changements morphologiques

caïactéristiques qui apparaissent lots du processus apoptotique. Ce complexe est la cible

de nombteuses protéines anti-apoptotiques qui cherchent à l'inhiber'

. Caspases à domaine court (caspase aval ou effectrice) : les caspase-3, -6,'7

et -14.

Ces caspases sont activées par les caspases initiatrices.L'actsvaion de ces caspases

est à I'odgine du clivage de nombreuses protéines-substtats impliquées dans la plupatt des

événements biochimiques, structutaux ou motphologiques de l'apopto se.

Deux grandes voies conduisent à lcactivation des caspases: Ia voie

extdnsèque des técepteurc membranaires et Ia voie intrinsèque mitochondriale

(Iigute 5).

2.3 Voies activatrices des caspases

2.3.I Lavoie extrinsèque des récepteurs membtanaires

La voie des récepteurs membranaires est activée par la liaison de Iigands à des

réceoteurs de mort situés sur la surface cellulaire (Ashkenazi & Dixit, 1998)'

Certains membtes de la superfamille des TNFR (fumor Necrosis Factot Receptot ou

Facteuï Nécrosant des Tumeurs) peuvent compoftef un domaine appelé domaine de

molt (DD : Death Domarn).

14
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On les appelle récepteurs de mort cellulaire (figure 6). On dénombre 7 récepteurs

connus :

CD95 (APO-I et Fas) : ce type de récepteur est impliqué dans l'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-RI : ce récepteur est activé par le ligand TNF,

dont la ptoduction va êtte activée par les macrophages et cellules T, en réponse à

une infection (Ashkenazt & Dixit, 1998).

DR3 (TRAMP, ws1-1, APO-3 et IARD) dont le mode d'action ressemble de

près à celui de TNFR-I.

TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 1 (IRAIL-RI appelé aussi

DR4 et APO-2) : ce récepteur est principalement impliqué dans l'éLimination des

cellules tumorales.

TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 2 (TRAIL-P.2 appelé aussi

DR5, TRICK et I(ller) : de même que TRAIL-R1, ce récepteur participe en

grande partie à l'él-imination de certains types de cellules cancéreuses.

DR6.

p75NGFR.

La liaison d'un ligand à son récepteut de mort permet I'activation de ce récepteur.

La plupart des récepteurs de mort recrutent une protéine adaptatrice Fas Associated

Death Domain (FADD). Ce tecrutement peut se faire directement (par exemple, dans le

cas du récepteur CD95) ou par i'intermédiaire d'auûes protéines adaptatrices comme la

protéine TRADD (par exemple, dans le cas du récepteur TNFRI). La protéine FADD

comporte deux domaines d'interactions ptotéiques : un domaine DD (Death Domain) et

un domaine DED (Death Effector Domain). Grâce à 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 à Ia formation d'un complexe multi-protéique appelé ( DISC )

(Death Inducing Signalling Complexe). Le recrutement des pro-caspases-8 dans Ie DISC

permet leur auto-clivage et leur activation. Les caspases-8 actives vont alors clivet d'autfes

1 -
t : )
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caspases effectrices comme la caspase-3 ou la caspase-9 (Ashkenazi et Dixit, 1'998 ;

Couzinet et a/., 2002 ; Thorburn , 2004). Le recrutement de la caspase-S dans Ie DISC peut

également être inhibé par des protéines cellulaires, comme Ia protéine cFLIP (FLICE-

Inhibitory protein).

La caspase-8 peut cliver la protéine à domaine BH3, Bid. Cette protéine, une fois

clivée, est délocalisée vers la mitochondrie et active la voie mitochonddale intrinsèque.

La protéine Bid permet ainsi de relier les deux voies d'activation des caspases, amplifiant

le signal apoptotique des récepteurs de mort.

La voie des récepteurs TNFR1 et TRÂIL P.1/R2 apparaissent plus complexes que

la voie de CD95. TNFR1 et TRAIL R1/R2 peuvent également recruter d'auttes ptotéines

comme la protéine RIP (receptor-interacting protein) et Ia ptotéine TRAF2

(TNF-receptor-associated factor 2), qui activent les voies NF-rcB etf ou JNK

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

2.3.2 La voie intrinsèque rnitochondriale

Les changements rapportés arr niveau de la fonction et de la structure

mitochondriale pendant le processus apoptotique, ont désigné Ia mitochondrie comme un

organite tenant un rôle clé dans I'exécut-ion du processus âpoptotique (Green & Reed,

1,998; oemer et a/.,1.998).

La mitochondrie est un organite cellulaite, support de la respiration, impliquée

dans la production d'énergie, la gên&aion d'espèces réactives de I'oxygène et Ia

régulation de I'apoptose. La mitochondrie setait 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 molpho-physiologiques témoignent encore de cette origine

endosymbiotique flacotot et a/., 2000):

I une double membrane délimitant deux compartiments (a matrice et I'espace

inter-membranaire).

I un génome circulaire.

I des systèmes 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 Ie surnom de < centrale
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énergétique de la cellule >. Cependant, depuis quelques années, de nombreuses études ont

impliqué la mitochondde dans le processus apoptotique dont elle constitue une des

principales voies de tégulation (Green & Reed, 1998 ; I(toemer et al., 1'998; Desaghet &

Mattinou, 2000 ; Regula et a1.,2003).

2.3.2.1 Mécanismes conduisant à la perméabilisation des membranes

mitochondriales

Lorsque la cellule s'engage dans le processus apoptotique, on observe urle

perméabilisation des membraries mitochondriales, laquelle s'accompagne génétalement

d'une chute rapide du gtadient électrochimique de la membrane mitochondriale interne.

La chute du potentiel mitochondrial transmembranute (AV-) est un évènement précoce

de l'apoptose (I\4archettt et a/., 1996). Cet événement est irtévetsible et p^r conséquent, la

cellule est obligée de s'engaget dans la voie apoptotique.

La chute du potentiel mitochondrial transmembranare (ÀV-) provoque la perte

de l'homéostasie biochimique de la cellule : la synthèse de I'ATP est stoppée, les

molécules Redox comme le NADH, le NADPH, le gluthation, sont oxydées et une

augmentation des espèces réactives de I'oxygène (R.OS) est observée (I(roemet et al.,

1991 ; I(roemer & Reed, 2000).

La chute du potentiel mitochonddal transmembranure est également âssociée à

l'ouverture des mégapores mitochondriaux. L'ouvetture de ces canaux permet ie relargage

de protéines apoptogènes mitochonddales appelées SIMP (pour Soluble Intetmembtane

Mitochondtial Proteins : cytochrome r; AIF, Smac/DIABLO...) dans le cytosol, et qui

téguleront le processus apoptotique. La libétation de ces protéines marque le début de

l'activation en cascade des caspases qui conduira à la mon cellulaire.

perméabilisation membranaite restent encote

actuellement avancés.

Malgré les nombreuses études dont ils font l'objet, les mécanismes pemettant la

très controversés, et plusieuts modèles sont
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Modèles conduisant à la perméabilisation des membranes mitochonddales

et à la libération des SIMP (Soluble Intermembrane Mitochondrial

Proteins) (soluble intet membrane mitochondrial proteins) de l'espace

intermembranure vers le cytosol. ÂNT : translocateur à adénine ; VDÂC :

voltage dependent anion channel (Couzinet et al., 2002)



Modèles rcposant sut Ie gonllement de Ia matrice mitochonddale ptovoquant

une rupture mécanique de la membtane mitochonddale externe :

Un modèle fut état de l'ouvertute d'un mégapote mitochondrial appelé PTPC

(penneabitigt transition pore conplex). Ce complexe multiprotéique est composé de la

porine de la membrane mitochondriale externe, cofiunurlément appelée VDAC

fy'oltage Dependent Anion Channel), d'un translocateur à adénine (ANT) insété

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 l'ouvettute de ce mégapore et pfovoquent une dépolarisation, qui

coincide avec la chute du potentiel membranaire (Arql-) et le gonflement de lâ

matrice mitochonddale. Ceci provoque la ruptute mécanique de la membrane

externe et pat conséquent le relargage des constituants intet-membtanaires

(figure 7.4) de (I(roemer et a1.,1.998; Regula et a1.,2003).

Un second modèle met en cause la fermetute de VDAC,laquelle provoquerait un

dysfonctionnement de l'échange ATP/ADP mitochonddal. L'accumulation de

protons dans l'espace inter-membranaire, liée à ce dysfonctionnement va

engendrer une production de radicaux libtes ainsi qu'un gonflement matriciel

(figure 7.8) (Zarnzami & I{roemer, 2003).

ModèIes ptoposant la fotmation de potes dans la membtane extetne sans

alténtions physiques de la mitochondie :

La protêrne pro-âpoptotique Bax pourait s'homodimédser ou s'hétérodimétiser

avec d'aurres membtes de la famille de protéines Bcl-2. L'oligomérisation de Bax

en réponse à certains stimuli apoptotiques lui pennet de fotmer des canaux dans

la membrane mitochonddale externe (figure 7.C) @,pand et a/.,2002).

t La protéine Bax pourait influencer la formation de potes lipidiques (figure 7.D).
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r Des ptotéines pro-apoptotiques, Bax et

tesponsables de la formation de canaux

2003).

Bak, associées avec le VDAC seraient

hybddes (ûgnt. 7.E) (Esposti & Dive,

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

mitochondriale

Bcl-2 est l'actonyme utilisé pouf le gène B-cell finphona/leukemia-2'

ljne sur-expression de la protéine codée pàr ce gène Qa ptotéine Bcl-2), a été identifiée

initialement dans des lymphomes folliculaites. Dans ce cas, la sut-exptession de cette

pfotéine esr due à une translocation chromosomique spécifique t(14;18) qui délocalise le

gène bct-2 notmalement situé sur le chromosome 18, dans la région du chromosome 14

où sont synthétisées les chaînes lourdes des immunoglobulines (IgH) (figure 8) (Reed'

1gg4\. Suite à sa translocation chromosomique, bcl-2 est sous le contrôle du ptomoteut

fot du gène des chaînes lourdes des immunoglobulines, et exprimé de manière

constitutive dans les cellules lymphoides B polteuses de la ttanslocation'

La sur- ptoduction des ARNm de bcl-2 et de la protéine codée pat ce gène @cl-2'

26I{Da) pfovoque une importante résistznce à l'apoptose (R-eed, 1'994).

La protéin e Bcl-2 est à l'origine d'une nouvelle classe d'oncogène cat à la

différence des autles oncogènes , BcI-2 n'induit pas la prolifétation cellulaire, mais

augmente la dutée de vie des cellules en inhibant i'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

apoptorique mitochonddale (R.eed, 1,997 ; Adams & cory, 1998 ; Chao & I(ornsmeyer,

1998 , Antonsson & Matinou, 2000 ; Burlacu, 2003 ; Borner, 2003 ; I(uwana &

Newmeyet ,2003; Spdck & Walczak,2004)'

Ces protéines sont classées en deux sous-familles selon leurs fonctions'

Le premief gfoupe est constitué de protéines anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-x1'

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

celluies en inhibant l'apoptose S-eed, 1994)'
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. Le second groupe est composé de protéines pro-apoptotiques (Bax, Bak, Bad,

Bid, Bim (Adams & Cory, 1998). Ce gtoupe est divisé en deux catégories.

Les protéines qui ne comportent que le domaine BH3, sont appelées << BH3

seulement >> (en anglais, < BH3 only-ptoteins >; Bid, Bad, Bim, Bik, Noxa,

Puma...). Elles se comportent comme des activateurs de la deuxième catégorie,

c'est-à-dire, des protéines comportant plusieuts domaines BH, aussi appelées

protéines < multi-domaines )) ou protéines < Bax-like u @u*, Bak, Bok...)

(Spdck & W alczak, 2004).

Le ratio des protéines prc-apoptotiques sut les protéines anti-apoptotiques

est un élément cdtique de Ia réponse aux stimuli apoptotiques et c'est ce ntio qui

détermine si Ia cellule entre ou non en apoptose.

Dans les conditions normales, les protéines anti-apoptotiques peuvent être situées

soit au niveau de la membrane mitochonddale externe, soit dans l'enveloppe nucléaire,

soit dans le réticulum endoplasmique ou dans le cytosol. La plupart des ptotéines pro-

apoptotiques sont localisées dans le cytosol et les mictotubules ; pendant le processus

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

la mitochondrie (tableau I) (Schinzel et a1.,2004).

Les domaines BH

Toutes les protéines de la famille Bcl-2 comportent au moins une des quatre

régions hautement consewées, cofiune le montJe l'alignement de leuts séquences

protéiques (figute 9). Ces quatre régions sont appelées domaines BH, ce qui correspond à

une abréviation pour < Bcl-2 Homologies >. Le domaine BH3 est cofiunun à toutes les

protéines (?atone et a/.,2002). La plupart des protéines anti-apoptotiques @cl-2, Bcl-Xl,

Boo) comportent les quatre domaines (BH1, -2, -3, -4). Parmi les protéines

pro-apoptotiques certaines ne comportent que le domaine BH3 @1m/Bid/Bad'. ').

Les autres protéines pro-apoptotiques @ax, Bad, Bok...) comportent les domaines BH1,
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Bcl-2
Bcl-x,

Bcl-w
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Boo
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Bok / mtd
Bcl-x.
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Noxa #@-
Puma / Bdc3

Reptésentation schématique des domaines BH (Bcl-2 Homology) (BH1-4)

des principaux membres de la famille de protéines Bcl-2; TM: tégion

transmemb ranaite (d'après Coultas & Strasser, 2003).
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B}{z, etf ou BH3. Peu de ptotéines pro-apoptotiques, colrune la protéine Bcl-xS,

possèdent un domaine BH4 (I(elekar & Thomspson, 1998).

Les domaines BH sont déterminants dans l'activité biologique des ptotéines.

Des mutations situées dans les domaines BH1 et BlH'2 des protéines Bcl-2 et Bcl-xl

abolissent les fonctions anti-apoptotiques de ces protéines et bloquent leur

hétérodimérisation avec d'auttes protéines de la famille Bcl-2, par exemple Bax, Bak...

(Oh et a/.,1997).

La ptotéine Bcl-2 peut être clivée en un fragment de 23 kDa (fomicic and l{aina,

2001). Ce clivage a lieu sur un site cible de l'activité des caspases, dans la région d'acides

aminés YE$[D31.IAGD34+4, ce qui provoque la suppression du domaine BH4, région

connue pout êtte essentielle à I'activité anti-apoptotique de Bcl-2 (Grandgitatd et a/.,

1,998; Shimizu et a1.,2000).

Régulation de Ia voie apoptotique mitochonddale pat Ia famille Bcl-2

La ltbêraion des facteuts apoptogènes, (la protéines AIF, le cytochrome 4

endo G, Smac/Dtablo...) matque le début de I'activation en cascade des caspases, qui

conduira la cellule à la mott. Les protéines de la famille Bcl-2 contrôlent la libération de

ces protéines mitochondriales.

Bax a été la ptemiète protéine de la famille Bcl-2 à être identifiée comme étant

pro-apoptotique. C'est une ptotéine de 2l kDa ptédominante dans le cytosol de la cellule.

En ptésence de signaux apoptotiques, Bax est délocalisée du cytosol dans la membrane

externe de la mitochondrie et participe à la libétation de protéines de l'espace

intemembranure mitochonddal (SIMP), comme le cytochrome r (Brady & Gil-Gomez>

1998 ; Antonsson et a/., 2001). Les mécanismes par lesquels Bax libère ces protéines ne

sont pas totalement élucidés. Il semblerait que Bax patticipe à la formation des pores

mitochondtiaux, ce qui faciliterait le mouvement des protéines à travets la membrane

mitochonddale (Epand et a/., 2002).

D'autres protéines de la famille Bcl-2 possèdent la capacité de former des pores,

cofiune Bcl-2 et Bcl-xr. En 1.996, une étude a montré que la structure tridimensionnelle

de la protéine Bcl-xr- était semblable à celle du domaine responsable de la formation de
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|ADN (d'aptès Bouchard et a/.,2003).
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pores de certaines toxines bactériennes, comme la toxine diphtédque et les colicines

(À.{uchmore et a/., 1,996). Il semblerait que cefte propriété soit commune à plusieurs

membres de la famille Bcl-2 et qu'elle permetttait la formation de canaux ioniques

régulant le passage des protéines mitochondriales ${inn et a1.,1.997).

Le s protéine s an ti -aPoP totiq u es

Il a été monrré que Bcl-2 et son homologue Bcl-xp, suppriment les changements

qui apparaissent au niveau de la mitochondrie, comme la chute du potentiel

mitochondrial rransmembranaire (AVd (Decaudin et dl, 1.997), Ia libération du

cyrochrome c ffang et al., 1.997;Jutgensmeier et a/., 1,998;I(luck et al., 1'997) et celle du

facteur AIF (Susin eT a/., 1996). Bcl-xl inhibe également l'activation des caspases en

séquestrant la protéine Apaf-1., empêchant ainsi Ia fotmation du complexe

( apoptosome > (Apa f-1,I cytochrome cf pro-caspase 9) (Cain et al., 2002). Bcl-2 empêche

l'oligomérisation de Bax ainsi que son inserion dans la membrane mitochondriale,

abolissant ainsi ses propriétés apoptotiques (Antonsson et a/.,2001).

Il a égalemenr été montré que la sur-expression de Bcl-2 dans les cellules

transfectées Molt4 (P.rry et a/., 1.997a) et dans les cellules ES (Ewing's sarcoma, lignée

cellulaire A4573) (Soldatenkov et a/., 1,996), ainsi que la sur-expression de Bcl-xl dans les

cellules transfectées HL60 Gbtado et a1.,1996a ; Ibrado et a/.,1996b) inhibent le clivage de

la poly(ADP-ribose)polymérase @ARP-1).

La PARP-I est une enzyme qui synthétise le polymère poly(ADP-ribose) (PADPT)

à partr de son substrat, le nicotinamide adénine dinucleotide Q"IAD+) ce processus est

également appelé poly(ADP-ribosyl)ation (Hoflack et al., 1997a; Bouchard et a/', 2003)'

Le pADPr est un facteur essentiel àIa réparation de I'ADN ; il se fixe aux histones et aux

protéines nucléaires, et facilite l'activité des enzymes de la réparatton de I'ADN. La PARP

intervient également dans le contrôle du cycle cellulaire, de Ia différenciation, de

I'apoptose... (figure 10) (Bouchard et a1.,2003). Durant l'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 à I'ADN (DBD : DNA Binding Domain) (Soldani
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& Scovassi, 2002). La détection du fragment de 89 kDa est utilisé comme marqueur

précoce de I'apoptose dans plusieurs types cellulaires (Soldatenkov et a/., 1.996 ; Hoflack et

a/., 1.997b ; Petry et a/., 1997 a ; Soldani & Scovassi, 2002). Dans certains cas, I'induction de

l'apoptose ne peut se résumer à la ptésence du fragment de 89 I(Da, car dans les cellules

normales SHE, Ie fragment de 89 kDa ne persiste pas suite au clivage de la PARP-I mais

il est rapidement dégradé (Alexandte er a/.,2000b).

Les protéines prc-apoptotiq ues

Les protéines < multidomaines > Bax et Bak sont les deux seules protéines à

pouvoir perrurber directement les fonctions mitochondriales (Scorrano & I(orsmeyer,

2003). Ces deux protéines s'homodimérisent ou s'hétérodimérisent, et forment des pores

qui perméabi-lisent la membrane mitochondriale externe, et permettent la libération des

protéines mitochondriales apoptogènes (cytochrome r, Smac Diablo, AIF...) (Scorrano &

I(orsmeyer,2003). Les cellules MEF (mouse embryo fibroblasts) déficientes pour les

deux protéines Bax @ax 
'/1 et Bak (Bak z-; sont résistantes à de nombreux stimuli

âpoptotiques (étoposide, UV, staurospaurine. ..), ce qui confi.rme Ie tôle critique de ces

protéines dans la voie apoptotique mitochondriale flX/ei et a/.,2004). Bax et Bad, peuvent

également s'hétérodimériser avec BcI-2 et Bcl-x1, et ainsi perturber leur activité

anti-apoptotique (Zha et al., 1997).

Les protéines < BH3-seulement ) sont inactives dans les conditions normales.

L'activation de chaque protéine < BH3-seulement > a lieu en réponse à des stimuli bien

particuliers. Par exemple, la protéine pro-apoptotique Bid est clivée en un fragment de

15 kDa suite à l'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 à la libération du cytochtome r.

La protéine Bad est activée pM des mécanismes de phosphorylation-

déphosphorylation. Dans les conditions normales, elle est localisée dans le cytosol sous la

forme phosphorylée, ce qui empêche son activité pro-apoptotique. Suite à un signal de
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mort, Bad sera déphosphorylée et délocalisée du cytosol vers Ia membtane

mitochondriale externe ce qui rétablit son activité pro-apoptottque (Zha et aL.,1'997).

La protéine Bim est impliquée entte autre dans l'apoptose induite par les UV, dans

la sélection des thymocytes. .. ; Bmf intervient dans l'apoptose induite par le détachement

des cellules aussi appelée < Anoikis > ; I'exptession de Noxa et Puma est activée par un

mécanisme dépendant de P53 en téponse à des dommages à I'ADN... (Coultas &

Strasser, 2003 ; I(uwana & Newmeyer,2003).

Certaines de ces protéines (par exemple, Bim et Bid) se comportent comme des

<< activateufs )) des protéines pfo-apoptotiques < multidomaines , @u", Bak.. ').

Bid et Bim sont capables de se lier directement aux protéines Bax ou Bak, et en

conséquence, d'induire directementla libétation du cytochtome ,'. Les ptotéines Bax et

Bak sont essentielles à l'action des ptotéines < BH3-seulement > puisqu'il a été démontté

que les cellules MEF déficientes pour ces deux protéines @a*-t et Bak/-) sont

complètement résistantes à l'apoptose induite parla sur-exptession des protéines ( BH3 )

(Sprick & IValczak,2004; Wei et a|.,2004).

Les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xr- peuvent séquestrer les ptotéines

BH3 ( activateurs ), empêchant ainsi l'activation de Bax et Bak (Cheng et a/.,2001).

Par conrre, les protéines Bad et Bik, par exemple, se comportent plutôt comme

des << sensibilisateurs )) et vont empêcher les ptotéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xr

de séquestrer les protéines < activateurs >, renfotçant ainsi les effets apoptotiques de Bim

et Bid (Àtlartin & Vuori, 2004).

2.4 Le rôle de P53 dans I'apoptose

Le gène suppresseu de tumeur p53 code pour un facteur de ttansctiption, la

protéine P53. En réponse à un stress cellulaire (radiations UV, pdvation des facteurs de

ctoissances, agents anti-cancéreux, activation inapptopriée de ptoto-oncogènes, chocs

thermiques, infections virales, hypoxie...), P53 bloque le cycle cellulaire dans la phase

transitoire Gt/S ou G2/M (Soussi, 2002). L'arrêt de la division cellulaire permet à Ia

cellule de réparer les lésions et d'éviter la propagation de cellules altétées. En cas de

dommages trop importants, P53 induit I'apoptose plamini et a/.,2004; Meek, 2004).
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Wang & Harris, 1,997).
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Dans les conditions normales, P53 est maintenue à un faible niveau d'exptession

et sa demi-vie est couîte. Cela est dû à son intetaction avec la ptotéine Mdm2, une E3

ubiquitine ligase, qui cible l'ubiquitylation et la dégradation de P53 (À4ichael & Oten,

2003). La liaison de Mdm2 au domaine de transactivation de P53 bloque l'intetaction de

P53 avec les systèmes de transcdption. L'induction d'un stress cellulaire cause

l'interruption de I'interaction P53-Mdm2, avec pour conséquence la stabilisation de P53.

Les mécanismes qui provoquent l'interruption de I'interaction de P53-Mdm2 divergent

selon I'odgine du stress cellulaire OIe.k, 2004). Pat exemple, les dommages à lâDN

(JV, cassutes...) induisent une série de phosphorylations qui perturbe l'équilibre

P53-Mdm2 et inhibe la capacité de Mdm2 à dégtader P53 ; l'hypoxie ou de fottes doses

d'UV provoquent la diminution de l'exptession de mdn2; un stress induit pat les

oncogènes (par exemple, c-Myc, 82F1,...) induit la protéine pl4ann (ARD qui se lie à

Mdm2 et l'empêche de promouvoir I'ubiquitylation etla dêgradation de P53 (figure 11)

(EI-Detry, 1998; Meek, 2004).

L'inactivation des interactions P53-Mdm2 conduit à la stabilisation de la protéine

P53 et à des changements d'expression des gènes P53-dépendants (El-Deiry, 1998).

En cas de stress cellulaire, l'artêt du cycle cellulaite en phase G1/S ou G2/M

implique l'activation de protéines conune P21., GADD45 (growth arrest and

DNA-damage inducible gene #45) et 1,4-3-3 o p^r P53. P21. activée inhibe les complexes

Cycline D/Cdk4 et Cycline A-F./CdUe, ce qui atëte Ie cycle cellulaite. P21. et GADD45

se lient également à PCNA (ptolifetating cell nuclear antigen), ce qui conduit également à

l'arcèt du cycle cellulaite (EI-Dery, 1998; Mùllauer et a/.,2001).

P53 induit I'apoptose en agissant sut la voie apoptotique mitochondriale

(figure 12) (Hofseth et a1.,2004 Heiser et a1.,2004). Le gène &ax possède un élément de

réponse à P53 dans son promoteur ce qui pefinet à P53 d'activer sa transcription.

P53 peut activer l'expression d'autres ptotéines mitochondriales comme Apaf-1, NOXA

ou PUMA (p53 up-regulated modulator. of apoptosis) et réprimer I'expression de

protéines anti-apoptotiques conune Bcl-2 et Bcl-xr- flhornbortow & Manfredi, 1999 ; Yu

et a1.,2003; Dlamini et al., 2004; Heiser et al., 2004).
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P53 peut également agir autrement que par.l'acivation de gènes ou de protéines

impliqués dans ia tégulation de I'apoptose. P53 peut êûe ttansloquée du noyau dans le

compatiment membyvlairs de la mitochondde (Nlarchenko et al., 2000 ; Sansorne et al.,

2001). La translocation de P53 vers la mitochondtie suite à un signal de mott est précoce,

et induit la chute du potentiel mitochondtiale transmembfana)te, Ia libération du

cytochrome c et l'activation de la caspase-3 (À4archenko et al., 2000). D. plus, l'apoptose

induite pat P53 est inhibée dans les cellules transfectées de la lignée cellulaire de souris

32D qui sur-exptiment les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xl (À4atchenko et a/.,

2000). Récemment, rI a été montré que P53 pouvait également agir comme les protéines

( BH3 sensibilisateurs )) ; P53 se lie à la protéine Bcl-xl et libète les protéines

pro-apoptotiques Bax et Bid séquestrées pat Bcl-xl (Chipuk et a|.,2004).

P53 agit également sur la voie apoptotique des técepteurs membranaires et active

Ia transcription des récepteurs Fas, DR4 et DR5 (Hofseth et al., 2004; Sheikh & Huang,

2004) (figute 12).

2.5 La fonction double de c-myc: implication dans la croissance

cellulaire et I'apoptose

S'il est reconnu que la sur-expression de c-mJC contribue fottement à la

prolifération et à la croissance cellulafue, il est maintenant établi que la sur-expression de

Myc peut induire l'apoptose @van et al., 1.992; Thompson et al., 1,998;Yermeulen et a/.,

2003).

Inversement, la perte de l'exptession de Myc ou sa régulation négative conduit non

seulement à l'atténtation de la ctoissance cellulaire et du cycle cellulaire, mais contribue

également à la protection de Ia cellule contre certains mécanismes apoptotiques Q)ong a/

al., 1.997;Canelles et al., 1997 ; Genestier et a/., 1999 ; Adachi et a1.,2001';Sarkar et a/.,

2003).

2.5.1 Activité transcriptionnelle du gène c-myc

Le proto-oncogène c-mJc code pour un facteut de ttanscription c-Myc dont le rôle

est primotdial dans la progression du cycle cellulaire (Heikkila et a/., 1,981). La protéine

Myc (64 I(Da) est une phosphoptotéine nucléaire. Le domaine C-terminal (C-ter) de la
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ARF
Cad
Cdc25
Cycline A
Cycline D1
Cycline E
ISGF3y
LDH-A
ODC
p53
C/EBPa
À5

Lysozyme
Albumine
Gadd 45
Ig Ep
Igrc
Trombospondin

Activée
Activée
Activée
Activée
Activée ou réprimée
Activée
Activée

Activée
Activée
Activée
Réprimée

Réprimée

Réptimée
Réprimée
Réprimée
Répdmée
Réprimée

Répdmée

Apoptose
Biosynthèse des pyrimidines
Pho sphatase/cycle cellulaire
Régulateur du cycle cellulaire
Régulateur du cycle cellulaire
Régulateru du cycle cellulaire
Facteur de transcdption
Enzyme métabolique
Biosynthèse des polyamines
Facteur de transcription
Facteur de transcription
Promoteut viral
Glycosidase
Ptotéine sérique
Attêt de la croissance cellulaite
Chaîne lourde immunoglobuline
Chaîne legère immunoglobuline
Inhibiteur de I'angiogenèse

Tableau II : Exemples de gènes dont la transcription peut ête régulée par c-Myc gtâce à

la séquence EMS @-box-Myc-sequence) (d'après Fachini & Penn, 1998;

Dang et a/.,1.999).
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protéine Myc contient les régions nécessaires à la transformation cellulaire maligne, à

I'apoptose ainsi qu'à I'activité transcriptionnelle de Myc. C-tet comprend un domaine

basic helix-loop-helix/leucine-zipper b/IrJ'LlrJ./Z), permettant l'oligomérisation avec

d'autres protéines. Il contient également un site de reconnaissance spécifique à I'ADN, ia

séquence CACGTG appelée E-box-Myc-sequence (EMS), présente dans les gènes cibles

de Myc. L'expression de c-m1c est régulée par phosphorylation et/ou par des interactions

avec d'autres protéines comme la ptotéine Max, une phosphoprotéine nucléaire (Facchini

& Penn, 1998; Prendergast, 1999).

L'hétérodimère Myc /Max est nécessaire pour la fixation spécifique de Myc à

I'ADN ainsi que pour son activité biologique, comme l'activation de gènes cibles, son tôle

dans la prolifération cellulaire, la ttansformation cellulaire maligne et l'apoptose

(Prendergast, 1999). L'hétérodimère Myc lMax reconnaît spécifiquement la séquence

EMS (Claassen et Hann, 1,999). Tous les gènes coritenant cette séquence sont identifiés

comme pouvant voir leur transcription activée ou réprimée pâr Myc. A ce jour, plus de

640 gènes pouvant être act-ivés ou réprimés par Myc ont été identifiés (tableau II)

(lrttp://m)'ccancergene.org ; Ben-Yosef et al., 1,998; Facchini & Penn, 1998;Dang et a/.,

1999a; O'Connell et a/.,2003 ;ZeIIer et a1.,2003).

D'autres complexes peuvent également se former. Le domaine C-Ter de Myc peut

également interagir avec d'autfes pfotéines flfY-1, AP2, BRCA-1, TFII-I, Miz-1.. . .) et ces

interactions peuvent influencer la liaison à I'ADN du complexe Myc/Max (Prendergast,

1999). Max peut également s'homodimériser ou fotmer des hétérodimères avec d'autres

proréines. Il s'agit des protéines de la famille Mad et de la protéine Mxi1. Ces complexes

répriment la transcription des gènes activés par Myc en rentrant en compétition avec le

site de liaison spéci{ique EMS (Ihompson, 1998).

2.5.2Implication de c-myc dans la prolifération cellulaire

En général, I'expression de c-mJc est corrélée avec I'activité prolifératrice de la

cellule. L'expression de c-m1, peut être stimulée par des signaux mitogènes ou par un

ajout de facteurs de croissance. Il en résulte la production massive d'ARNm et

l'augmentation de la traduction de la protéine Myc. Inversement, la privation des signaux

mitogènes s'accompagne d'une chute brutale de l'expression de c-mJc, caractérisée par une
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chute des ARNm (Alexandre et a1.,2002) et de la protéine Myc, et cela indépendamment

du cycle cellulaire (Dean et al., 1.986). E" phase Go du cycle cellulaire, dans les cellules

quiescentes, le taux d'expression de c-m1c reste faible voire inexistant (Dean et a/., 1986;

Thompson, 1998). Le taux d'expression de c-m1c augmente lors du passage des cellules de

la phase G1, àIa phase S, ce qui indique que la protéine Myc est indispensable au passage

des cellules en phase S (HeikkiIa et al., 1987). De plus, c-mJc agit au niveau de la

transcription de gènes intervenant dans la régulation du cycle celluiaire, comme les

proréines kinases cyclines-dépendantes (Cdk) (Obaya et a/.,1.999), et favorise également la

croissance cellulaire en supprim^ntIl- transcription de gènes impliqués dans l'arrêt de la

croissance cellulaire comme p2'l Qang et a/.,1,999b)'

L'a\tératson de I'expression de c-mJc ̂  été étudiée dans de nombreuses cellules

tumorales d'origines diverses tels que le cancer du sein, c ncer du poumon, lymphome de

Burkitt, leucémie myéloïde, ostéosarcomes, glioblastomes... Q"lesbit et a/.,1.999;Watanabe

et a/., 1,999). Dans les tissus tumoraux, une sut-expression de c-m1tc est généralement

observée, ce qui a permis de montrer qu'une régulation non contrôlée de c-mJc pouvait

conduire à un phénotl?e tumoral (INesbit et a/.,1'999).

Lorsqu'il est dérégulé, Myc est capable d'induire la transformation de différents

types cellulaires (CEF: chick embryo fibroblasts, REF': rodent embryo fibrobiasts, la

lignée cellulaire murine C3H10T1,/2...) (CIaassen & Hann, 1,999). L'activation de c-m1c

ainsi que l'activation du gène I{-ras sont des conséquences communes des changements

génétiques retrouvés dans une grande majorité des cancers. La coopération de ces deux

gènes dans la transforma liLon in uitro et la cancérogenèse in uiuo, a plusieuts fois été mise en

évidence (Classen & Hann, 1'999 ; \Watanabe et a/.,1,999).

Des interactions protéines-protéines peuvent moduler I'activité ttansformante de

My.. Px exemple, Ia protéine TRRAP (Transformation/tRanscription domain-

Associated Protein) semble requise pour promouvoir Ia transformation induite par M1'ç.

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 gène ODC (Ornithine

DéCarboxylase), un gène dont le rôle est essentiel à la prolifération cellulaire, et lié à Ia

prolifération anarchique des cellules pendant Ie processus de transformation cellulaire
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(Auvinen et a/., 1992; 2003). Myc peut également réprimer l'expression de gènes

participant à l'adhésion cellulaire (I-FA-| (lymphocyte function-associated antigen-l),

di|l, Tronbospondin...); la Égtlation négative de ces gènes suppose que Myc peut

contribuer à la perte de l'inhibition de contâct, un mécanisme caractéristique de la

transfotmation cellulaire (Claassen & Hann, 1,999).

2.S.3Irnplication de c-myc dans I'apoptose

L'impiication de c-mJc dans I'induction du processus apoptotique découverte en

1,992 par Evans et ses collaborateurs frit inattendue. c-mJc est un gène connu pour

promouvoir la prolifétatton cellulaire dans les cellules normales, il n'y avait donc pas lieu

de suspecter une relation entre I'apoptose et la prolifération cellulaire.

Lahgnée cellulaire de fibroblastes Rat-1/c-MycERest très utilisée pour I'étude des

effets de la sur-exptession de Myc surl'apoptose. Elle est obtenueparla transfection de la

lignée cellulaire Rat-1 avec c-Myc et le domaine de liaison aux stéroïdes du récepteur aux

estrogènes Qayc-ER). L'activité de c-Myc est dépendante de la présence de

4-hydroxytamoxifène, qui active le récepteur ER (Genestier et a/.,1999).

Evans et a/., ont montré que la lignée cellulaire de fibroblastes Rat-1 échappe à

l'apoptose dans un milieu dépounru de facteurs de croissance. Par contre, la

sur-expression de My. dans la lignée cellulaire transfectée Rat-1/c-MycER, induit

I'apoptose dans les mêmes conditions, à savoit, un milieu dépouri.u de facteurs de

croissance (Evan et a/., 1,992).

La maiotrté des travaux a montré que Myc induit l'apoptose dans les lignées

cellulaire dans lesquelles il a été transfecté et sur-exprimé. Très peu d'érudes onr démontré

que Ia régulation négative ou la suppression de l'expression de Myc inhibait I'apoptose

(Dotg er a/., 1.997 ; Canelies et a/.,1.997 ; Genestier et a/., 1.999 ; Adachi et a/.,2001, ; Sarkar

et a/., 2003). Cependant, cette voie de régulation panît tout aussi importante dans la

compréhension des effets de Myc sur I'apoptose.

La lignée cellulaire UC est une variante de la lignée cellulaire U937, c^r^ctê:rlsêe par

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

ces cellules restaure l'apoptose induite par TNFct ou par anti-Fas (Dorg et a/., 1997).
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Il a été montré que, dans les lymphocytes T humains activés, TGFB-I inhibe I'apoptose et

l'expression du ligand FasL, et diminue l'expression de Myc (Genestier et a/., 1.999) ; u.t

conttaire, dans les lymphocytes T transfectés qui sur-expriment c-Myc, l'apoptose et

l'expression de FasL ne sont pas inhibées suite au traitement pat TGFB-I (Genestter et al.,

1999). De plus, Ia réduction de I'expression de Myc par I'utilisation d'oligonucléotides

antisens dans les cellules U937, supprime I'apoptose induite par l'étoposide, suggérant que

Ia réduction de Myc pourrait contribuer à la résistance à cettaines substances utilisées en

chimiothérapie (Don g et al., 1,997).

Les principales érudes sur la régulation de l'apoptose p^r c-mJc ont montré que

Myc pouvait interagir avec :

' la voie âpoptotique mitochondriale

La sur-expression de c-Myc dans la lignée cellulaire Rat-1/c-MycER et dans les

fibroblastes embryonnaires MEF/c-MycER induit Ia hbéntion du cytochrome t et

ampiifie l'apoptose S:ui;n et a/.,1'999; I(lefstrom et a1.,2002).

Dans les cellules normales lutéales de rat, l'augmentation de c-mJC est un facteur

initiateur de I'apoptose induite par le droloxifène et contribue à l'augmentation du gène

pro-apoprottque bax @.rg et a/.,2000). Le promoteur de baxpossède des sites de liaison

E-box-Myc-sequence (EMS) qui suggèrent que Myc peut réguler transcriptionellement

l'expression de bax Qvfitchel. et a/., 2000). La perte de bax dans les {ibroblastes

embryonnaires de souris (MEF bax'/), implique la perte de la fonction pro-apoptotique

de c-Myc (À.{itchell et a/., 2000; Soucie et a/., 2001.; J,rit et al., 2002; Ilefsuom et a/.,

2002). Cependant la réintroduction du seul domaine BH3 de bax en quantité appropriée

dans les cellules MEF bax -/- semble suffisante à la restauration de I'activité apoptotique

de Myc $uin et a/.,2002).

La régolaion de bax par Myc n'est pas complètement élucidée. Il semble que Myc

soit nécessaire pour l'activation de Bax et pour la [bération du cytochrome r dans Ia

lignée cellulaire Rat-1/c-MycER qui sur-exprime c-mltc (Soucie et a1.,2001)'

La ttznsfection de Bcl-2 dans la lignée cellulaire Rat-1/c-MycER, inhibe l'apoptose

induite parla sur-expression de c-Myc (Bissonnette et a/., 1,992; Fanidi et a/., 1,992) et cela

sans affecter les propriétés mitogènes de c-Myc, suggérant que I'apoptose et Ia
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prolifération cellulaire sont deux fonctions distinctes de c-Myc (Fanidi et a/., 1,992).

Cependant dans certains tissus épithéliaux, Bcl-2 ne peut bloquer I'apoptose induite pat

c-Myc (ftudel et al, 7997; Ptendetgast, 1,999).

' la voie apoptotique des récepteurs membranaires

La sur-expression de Myc augmente la sensibilité de certains récepteurs de mort

cellulaire (comme Fas, TNF, TRAIL...) à l'apoptose (Huebet et a/., 1'997; Pelengads &

I(han, 2003). Myc peut également régulet le ligand Fas des lymphocytes T activés

(Btunner et a/., 2000). La sur-exptession de c-Myc dans la lignée cellulaire transfectée

Rat-1/c-MycER, peut également augmenter l'activité de la ptotéine FADD et de la

protéine RIP, deux protéines adaptatnces des récepteurs de mot cellulaire. Dans ces

conditions, l'amplification de la voie des técepteurs membranaites dépendante de la

caspase-8, est également observée (I{efstrom et al.,2002).

. la voie ARF-p53

La sur-expression de Myc peut être liée à I'induction du niveau des ptotéines P53

et ARF. Dans certains tJpes cellulaires, la transctiption de P53 peut être activée pat Myc

gràce à la tégion E-box (EMS) présente dans son promoteur. Le signal ttansmis pat Myc

à P53 peut également se fure uia la ptotéine ARF, qui bloque les fonctions de Mdm2, une

protéine impliquée dans la dégradation de P53 (Hendsson et a/.,200'\.

L'implication de c-myc dans Ia ptolifrtation cellulairc et dans I'apoptose est

pandoxale et complexe.

Au vu des diverc tésultats obtenus dans Ia litténtute, sut I'implication de Myc

dans I'apoptose, il semblenit que les mécanismes de I'induction de I'apoptose par Myc

soient fonction du type cellulairc étudiés, puisque I'apoptose induite pat c-myc a Ie plus

souvent été observée dans des lignées cellulaircs constntites génétiquement, de façon à

pemettre Ia surexptession de c-Myc, ce qui se tévèle ttès diffétent de ce que I'on peut

obseruet dans des cellules notmales non génétiquement modifrées.

De plus, c-myc coopète avec de nombreux gènes et protéifles impliqués et/ou

dans Ie cycle cellulairc et dans I'apoptose. La Égulation de ces protéines Pat c-myc' est
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ANouer,res PnrNcrperEs rtrMEURs & PerHorocrEs

Muratroxs

Ps3

bax

bak

ME,FV

Frataxine

Petforine

DR4, DR5

Fas (CD95)

5070 des tumeurs solides

Syndrome de Li-Fraumeni

Cancers colorectaux, estomac, hémopathies

Cancers gastriques ou colorectaux

Maladie périodique ou flèvre familiale méditeranéenne

Maladie de l'ataxie de Friedrich

Lymphohrstiocytose hémophago cytare

Cancers du sein métastadque

Hémopathies malignes

Syndrome de Canale-Smith (syndrome auro-immun
lymphoprolifératif) (type Ia)

Syndrome de Canale-Smith (tpe Ib)

Syndrome de Canale-Smith (type II)

Cancets du colon, de I'estomac, de l'endomètre.. .

Inconunenua pigmenu

Fas-ligand (CD95-L)

Caspase-10

Caspase-5

NEMO GK<y)

TnewslocaTroNs cHRoMosoMreuES

t(1, 4 ;1 8) (q32 ;q21) - b cl-2

t(1 1 ;1 8) (q21 ;q21) - IAP2-MLTl

t(l ;1 8) (q22;q32) - bcl- 1 0

Lymphomes folliculares

Lymphomes du MALT

Lymphomes du N{ÂLT

MerrrYreIIoN DU PRoMoTEUR

Caspase-B

Apaf-1

TN{S1

Neuroblastomes

Mélanomes métastaû.ques

Cancers du sein

Tableau III : Exemples d'anomalies de gènes

certaines tumeurs et pathologies

a/..2002\.

régulateurs de la mort

(d'après Tamrn et a/.,

cellulaire dans

2001,; Solary eT
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Ioin d'être complètement élucidée. II a été montré que de nombreux gènes interagissant

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

Implication du

cancérogenèse et

dysfonctionnement de I'apoptose dans la

de diverses pathologies

Le maintien de I'homéostasie cellulaire dans les tissus résulte d'un équiJibre entre le

processus de prolifétation celiulaire et la mort cellulaire. Les cellules qui s'engagent dans

le processus néoplasique peuvent êtte cæactênsées par des dysfonctionnements des gènes

qui contrôlent ces deux processus (ex i c-mJc, p53...).L" possibiiité d'une association

entre ces lésions génétiques, un dysfonctionnement de l'apoptose et la formation de

tumeurs, a ouvert de nouveaux axes de recherche concetnant le rôle que pourrait tenir

l'apoptose dans la prévention des fumeurs (Lyons & Clarke, 1997 ; Lowe & Lin, 2000).

Il est maintenant établi que le dysfonctionnement des mécanismes apoptotiques

est impliqué dans la formatton de cetains 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 I'apoptose (Thompson, 1,995;Solary et

al., 1,993;2002). En revanche, le blocage de l'apoptose empêche l'élimination de cellules

anormales et contribue à leur prolifération, favorisant ainsi le processus de cancérogenèse

(Thompson, 1.995; Solary et a/., 1,993; Solary et a/.,2002).

Des translocations chromosomiques conduisant à la sur-expression de protéines

@cl-2...), des mutations qui altèrent la séquence codante de gènes pro-apoptotiques

(bax,p53...), la méthylation des promoteurs de gènes régulateurs supprimant I'expression

de leur protéines (caspase-8, Apaf-l,...) sont associées à 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 el a/., 1999 ; Coultas & Strasser, 2003 ;
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Heiset eT a/.,2004;J.rir et a/.,2004). Le gène suppresseur de tumeutp5J est muté dans

plus de 50% des tumeurs cancéreuses @ishet, 2001).

Les dernières découvetes concernant l'apoptose ont ouvert de nouvelles

perspectives médicales. Différentes stratégies thérapeutiques basées sut les voies

d'activation des caspases, la fabtication de molécules modulatrices de I'apoptose

(les técepteurs de mort ou leurs ligands), la mise au point d'agents pharmaceutiques

capables de réguler ou d'activet des gènes, ou des produits de gènes impliqués dans les

processus apoptotiques, sont actuellement tès étudiées.

Les substances utjlisées en chimiothétapie dans le traitement des cancers peuvent

cibler les voies activatrices de l'apoptose. Pat exemple, un traitement avec des agents

anicancêreux NSAIDs (nonstetoidal anti-inflammatory dtug) conune le sulindac ou

l'indomethacine induit l'apoptose dans les cellules tumotales de colon HCT11.6, avec en

parallèle une dirninution de Ia ptotéine Bcl-xr (Zhang et al., 2000).

Les cellules HCT11,6 Bax -/- sont complètement résistantes à l'apoptose induite par un

traitement avec les NSAIDs, suggérant I'importance du maintien de cetaines protéines

pro-apoptotiques dans ce geffe de traitement (Zhang et a1.,2000).

Les expérimentations in uitro et in uiuo sur des souris ont montré que l'utilisation

d'oligonucléotides antisens bloquent les ARNm messagers de ptotéines anti-apoptotiques

(par exemple Bcl-2, Bcl-xr, Survivine, IAPs...) augmentait I'efftcacité des traitements

ani-cancéretx uia l'augmentation de I'apoptose ({iechle &. Zhang, 2002; Jtin et al .,

2004). Par exemple, I'utilisation d'ARNm antisens de survivine dans la lignée cellulaire

A549 (adénocarcinome de poumon), résulte en la diminution de 70o/o des ARNm de

survivine, avec en patallèle une augmentation de I'activité de la caspase-3, de la

condensation de la chromatine nucléaire et de la fragmettation de I'ADN (Olje et a/.,

2000).

La thêrapie génique peut également êtte utilisée en cancérogenèse dans le but de

rétallr le phénotype sauvage de p53 dans les cellules cancéteuses (famm et al., 2001. ;

Hofseth et a1.,2004).
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Principales techniques d'observation et dtétude de I'apoptose

La compréhension des mécanismes apoptotiques a contribué au développement

de nombreuses techniques permettant la détection de l'apoptose à différents niveaux

(Sgonc & Gruber, 1998; Gobé & Harnon, 2001, ; I(iechle & Zhang, 2002).

Les techniques les plus coutantes sont énumétées dans la figure 13.

. Etude de Ia moryhologie cellulaite apoptotique

Les changements moqphologiques typiques, comme le bouillonnement de la

membrane cytoplasmique ou la formation des corps apoptotiques peuvent êtte visualisés

en microscopie optique. La condensation de la chromatine et la fragmentation de I'ADN

peuvent être observées en microscopie à fluorescence aptès marquage de I'ADN avec des

fluorochromes comme l'acridine orange, le DAPI ou le réacttf de Hoechst (figure 13) ;

seules les cellules viables sont perméables à ces fluorochtomes. Un marquage simultané

avec le bromure d'éthidium (BET) ou à l'iodure de propidium (IP) permet Ia détection

des cellules en néctose ou en fin d'apoptose, car ces cellules sont perméables au BET et à

1'IP.

. La fragmentation de I'A-DN

Durant l'apoptose, des endonucléases spécifiques Ca2+ et Mg'* dépendantes vont

cliver I'ADN sur les sites de jonction entre les histones. La longueur des fragments est

multiple de 180-200 paires de bases, ce qui correspond à la quantité d'ADN qui entoure

une histone. Grâce au maintien de l'intégrité cellulaire, les ftagments d'ADN restent

localisés dans le milieu inttacellulaite.

La fragmentation de I'ADN caractéristique de I'apoptose peut être visualisée après

migration des fragments d'ADN sur un gel d'agarose. Un ptofil de migration de I'ADN

en barreau d'écheile appelé < DNA ladder >> est observé (figure 13).

La fragmentation de I'ADN peut également être mise en évidence par des

techniques ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) qui permettent la

quantification des frasments 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 d'ADN en bout de bdn. Ces cassures peuvent être

détectées gràce à un marqù^ge enzymatique des exttémités 3'-OH, avec des nucléotides

marqués (biotine, digoxigenin (DIG), fluoresceine). Le marquage enzymatique nécessite

l'enzyme TdT (déoxynucléotidyl uansférase terminale) et I'analyse des cellules marquées

se fait, soit en microscopie à fluorescence, soit en cytométde de flux.

Lâ cytométrie de flux permet de quanti{ier I'ADN présent dans chaque cellule, et

de définir dans queile phase du cycle cellulaire la cellule se trouve (phase Gr, S, M, Gz).

Les cellules en apoptose présentent un contenu en ADN moins important que les cellules

normales et peuvent être caractérisées par un pic en pré-Gr. Il est possible de détecter ce

pic aptès marquage de I'ADN.

. L'altétation de Ia membrane cellulairc

Durant I'apoptose, les phosphatidylsérines sont transloquées du cytoplasme vers Ia

surface externe de la membrane cellulaire. L'apoptose peut être mesurée en cytométrie de

flux par marquage des phosphatidylsérines à I'Annexine V. L'annexine V appatient à une

famille de protéines, qui se lient préférentiellement aux phospholipides chargés

négativement, comme les phosphatidylsérines, en présence de Caz*. Les cellules à analyser

sont traitées avec un colorant vital, l'iodure de propidium (IP) et avec l'annexine V

conjuguée au FITC. Trois populations cellulaires distinctes peuvent êtte identifiées après

analyse en cytométrie de flux: Ies cellules viabies ry-'IP), les cellules apoptotiques

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

r La mesute de Ia perméabilité membranaire et du potentiel mitochonddal

membranaire (Aty^)

La perméabilité membranaire peut être mesurée par chargement de la mattice

mitochondriale ou du cytosol avec la calcéine, un fluorochrome hydtophile qui ne

traverse pas Ia membrane mitochondriale intacte. Les variations du potenriel

membranaire (Âry-) peuvent être mises en évidence p^r cytométrie de flux à I'aide de

sondes cationiques lipophiles fluorescentes comme le [DiOC6(3)]

(3,3'-dihexyloxacatbocyanine), la rhodamine 1,23 ou le JC-1 (5,5',6,6'-tetrachloro-1 ,1.',3,3'-
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tetraethylb enzrmidazolcarbocyanine iodide), en raison d'une fluorescence plus faible des

cellules apoptotiques Par rapport aux cellules normales (Castedo et a/.' 2002).

. La modilication de I'expression génique

Les techniques classiques de biologie moléculaire, comme la RT-PCR, le Northem

blotting, ... permettent Ia mesure de l'expression de gènes impliqués dans la régulation de

I'apoptose.

. La mesute de I'expression de ptotéines

De nombreuses protéines sont impliquées dans la régulation de l'apoptose

(protéine de la famille Bcl-2, P53, Myc, cytochrome r, AIF...). L. Western blotting,

appelé aussi immunoblotting, permet la détection de ces protéines spécifiques gràce à une

technique de migration sur gel et l'utilisation d'anticolps spécifiques. Des techniques

immuno-histochimiques et ELISA, utilisant des anticorps spéci{iques des protéines à

analyser, permettent également la détection de ces protéines.

. La mesure de ltactiuité des caspases et de leuts substrats

Le Western blotting est couramment utilisé pour la détection du clivage

protéolytique des caspases et de leurs substrats. Pour i'étude quantitative de I'ac té des

caspases> les techniques ELISA sont ptéférables ; elles sont basées sut la capacité des

caspases à cliver un substrat sur un site spécifique. Le clivage du substrat entraîne une

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

III. SUnSTENCES ETUDIEES

Dans le cadre de

transformation cellulaire,

substances :

ce travatl sur l'étude des relations entre l'apoptose et la

nous avons étudié certains des mécanismes d'action trois
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le zinc, en tant qu'inhibiteur apoptotique.

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

les fongeufs (classé 3 P^r I'IARC), également connu comme inhibiteur

apoptouque.

r I'acide 2rl-dichTorophenoxyacétique (2r4'D), un cancérogène non-

génotoxique (classé 2B par I'IARC).

L'érude bibliographique concernera les trois substances étudiées et leurs propdétés

toxicologiques, génotoxiques et cancérogènes, et taitera plus particulièrement de leuts

effets sur I'apoptose. Enfin, nous parlerons très brièvement des proliférateurs de

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

7 Le zinc

Le zinc appartient aux métaux du groupe IIB de la classification périodique des

éléments. C'est un élément tr^ce, qui participe activement au maintien de I'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 rôle structural impotant dans un gtand

nombre de protéines et de facteurs de transcription en doigt de zinc (Zalewski et a1.,1993;

Vasak et a/.,2000).

De ce fait, le zinc intervient dans des phénomènes biologiques aussi divers que la

synthèse d'ADN, Ia régulation hormonale, la réparation des tissus, la lutte contre

I'oxydation etla dégradation cellulaire, la stabilisation des microtubules du cytosquelette et

de la membrane cellulaire, la mémoire, Ia vision, ...

La toxicité du zinc est faible (I-éonard et a/., en1986; IPCS,2001). Les tests de

mutagenèse classique n'ont pas mis en évidence d'effets mutagènes ni d'effets clastogènes

du zinc. Le zinc n'est pas tératogène et une supplémentation en zinc peut empêcher la

tératogénécité d'autres métaux. Par contre, une déficience en zinc est tératogène (I-éonard

et a/.,1,986).
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Le zinc n'est pas considéré comme cancétogène (IPCS, 2001). La fotmatton de

tumeurs a toutefois été observée lots d'injection de zinc à forte dose ou lors d'application

locale sut des tissus péonard et a/., 1,986). Il a également été montté qu'un déficit en ztnc

rctardztt la croissance des cellules cancéreuses (I-éonatd et al., 1'986 ; IPCS, 2001)'

Les propriétés transformantes in uitro du zinc ont également été démonttées (Isfott et a/.,

1,996).

Effet du zinc sut l'apoPtose

De nombreux auteurs ont rapporté le

apoptotique (Sunderman, 1'995; Seve et a/.,

démontré que :

rôle du zinc dans l'inhibition du ptocessus

2002 ; Truong-tran et a/., 2001). Il a étê

I'ajout de zinc dans le milieu de cultute de cellules (cellules SHE, cellules

ptémonocytiques rJ937, cellules de Jutkat, lignée ML-1, HL60...) inhibe

l'apoptose induite par divers stimuli chimiques (étoposide, peroxyde d'hydtogène,

ricin...), physiques (rayonnement ultra-violet...) ou biologiques (INFcr,

ptivation des facteurs de ctoissance...) (Alexandre et a1.,2000a; Alexandte et al.,

2003; Fukamachi et al., 1998; Seve et a/.,2002;Tamua et a/.,2002; Ganju &

Eastman, 2003).

ta déptétion en zinc ou la chélation du zinc par des chélateurs, type TPF,N

CI,N,N',N'-teuakis-(2-pyridylmethyl)éthylène diamine), induit I'apoptose in uiuo

Sankowski-Henning et al., 2000) et in uitro (Sunderman, 1,995; Nakatati et al',

2000 ; I(olenko et a/., 2001). L'apoptose induite p^t une déficience en zinc se

traduit par les changements morphologiques typiques de l'apoptose, tels que Ia

fragmentation nucléaire, la condensation de la chtomatine et la formation des

corps apoptotiques.

Le zinc exercerait ses effets anti-apoptotiques pat les mécanismes suivants :
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Figure 14 : Cibles cellulaires et mécanismes pouvant être inhibés par le zinc lors de

I'apoptose impliquant la voie apoptotique mitochonddale.
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. interaction avec certains régulateurs de ltapoptose

Les premiers travaux concernant l'inhibition de l'apoptose par le zinc ont rapporté

que le zinc supprimaLtla fragmentaion de |ADN induite par I'apoptose en inhibant les

endonucléases calcium-dépendantes (Cohen & Duke, 1984)'

Plus récemment, l, a été démontré que l'inhibition des endonucléases était une

cible secondaire et que Ie zinc pouvztt intervenir dans les phases précoces de l'apoptose,

en amont dela fragmentation de I'ADN (P.try et al.,1'997b)'

Le zinc exerce ses effets anti-apoptotiques en agissant sur différents

compartiments cellulaires : le noyau (ex:les endonucléases Ca2*/Mg2+ dépendantes...),

Ie cytosol (ex: caspases...), les microtubules ou la mitochondrie (ex: les protéines Bax,

BcI-2, Bak, le cytochrome t...) (figure 14) (Cohen & Duke, 1,984; Perry et a/., 1.997b;

Fukamachi et a/., 1.998 ;Tamura et a/.,2002; Ganju & Eastman,2003).

L'apoptose induite pM un stress chimique (ricin, étoposide, peroxyde

d'hydrogène...) peut êtte inhibée par un ajout de zinc dans le miiieu de culture , dans ces

conditions, des modifications de l'expression des protéines mitochondriales de la

famille Bcl-2 peuvent être observées (Fukamacli et al., L998; Ganju & Eastman,2003).

En 1998, Fukamachi et al., ont montré que le zinc inhibe l'apoptose induite par Ie

peroxyde d'hydrogèn e (HzOz) dans la lignée cellulaire IJ937 en diminuant le ratio des

protéines Bax/BcI-2. De plus, l'inactivation par le zinc des protéines Bak et Bax dans les

cellules ML-1 apoptotiques, empêche la libétation du cytochrome r ainsi que toutes les

étapes suivantes de l'apoptose (Ganju & Eastman,2003).

Le zinc interagit également au niveau du processus protéolytique et de I'activation

de certaines caspases.Lezinc bloque le mécanisme d'activation de la caspase-3 perry et

a/., 1,997b; Chai eT a/., 1999). Les caspase-8 et caspase-9, q.ti agissent en amont de Ia

caspase-3 et participent à son activation, peuvent également être inhibées par Ie zinc

(Chimienti et a/.,2001' ;Tamura et a/.,2002).

Une fois inactivées, ces caspases sont incapables de cliver leurs substrats.

Ainsi, l'inhibition de la protéolyse de la PARP-I, une enzyme substrat de la caspase-3, est

observée dans différents tl?es cellulaires (À4oit4, HL60, SHE...) suite à I'aiout de zinc

dans le milieu de culture (P.rry et a/., 1,997b; Alexandre et a/.,2000a). La caspase-6

intervient dans le clivage des lamines (par exemple, des protéines de l'enveloppe
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nucléaite), une étape importante conduisantàIa fragmentation de I'ADN. L'inhibition de

la caspase-6 p^r le zinc pourrait contribuet à l'inhibition des changements

morphologiques apoptotiques.

D'autte part, aD moins deux études ont rapporté que Ie zinc interagissait avec des

protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire et/ ow de ptolifération

cellulaire. En 2000, Chu et al., ont montré que la déplétion en zinc par le TPEN dans

trois types de lignées cellulaires différentes QIM'1,21,5, NCI-H292 et 4549) conduisait à

l'actjvation de la caspase-3 et au clivage de la protéinsp)lwafl/cipt.lz perte de P21 induit

l'actjvité de cdk2 et provoque l'enttée pÉrnattrée en phase S du cycle cellulaire ainsi que

l'induction de l'apoptose (Chai et a/.,2000). Dans les cellules SHE cultivées en l'absence

de facteurs de croissance, I'apoptose survient rapidement, et une diminution de

I'expression du gène c-/nJ/c est observée;I'ajout de zinc dans le milieu de culture rétablit

I'exptession de c-ny et inhibe I'apoptose induite pat la privation des facteurs de

croissance (Alexandte et a/., 2002\.

r protection contre le stress orydatif

La supptémentation de zinc protège la cellule des dommages induits pat les

substances téactives de l'oxygène (oxytadicaux). Au contraire, la déplétion en zinc dans

Ies cellules 3T3 induit un stress oxydatif (Otetza et a|.,2000). D. plus, les effets du TPEN

dans les cellules AEC (Atway Epithelial cells) et dans les lignées cellulaires 4549 et

NCI-H292 (human lung epithelial cell lines) peuvent êtte diminués de 50-60% si les

cellules sont préalablement traitées avec des antioxydants, type vitamine E, vitamine C

(fruong-Tran et al., 2001). En 2000, Nakatani et al., ont également montré que la

chélation du zinc intracellulaire par le TPEN indurt lapoptose dans les hépatocytes de tat

en culture avec en parallèle une activation de la caspase-3 et une diminution du taux

intracellulaire de glutathion téduit (GSH). Ces effets sont supprimés pat un ajout de z\nc,

mais également par un ajout de N-acetyl-L-cysteine (i.e. précurseur du glutathion), ce qui

suggère que I'augmentation de la caspase-3 en téponse à la déplétion en zinc peut être
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Le DEHP et le 2r4-D: deux proliférateurs de peroxysomes

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

Le DEHP est un composé de la famille des phtalates (figute 15). il est

essentiellement utilisé conrne plastifiant dans la fabrication des matiètes PVC

(polychloture de vinyle). On le retrouve dans de nombteux ptoduits conune les

revêtements de sol, les jouets, les dispositifs médicaux, les emballages alimentaires..,

Il a été montré que I'homme rngérutjusqu'a 30 Vg/kg de poids corporel/jour de DEHP

en tant que contaminant alimentaire (A4cl(ee et al., 2004). Lors d'une exposition otale, le

DEHP est hydrolysé pat des estérases et conduit à la synthèse du mono-(2-ethylhexyl)

phtalate (À4EHP), son métabolite le plus toxique.

Comme la plupart des proliférateuts de petoxysomes, le DEHP est

non-génotoxique puisqu'il répond négativement à tous les tests de mutagenèse et de

cytogénétique classique (test d'Ames, test micronoyaux, locus HGPRT, synthèse

non-programmée de I'ADN, aberrations chromosomiques, échange de chromatides

sceurs...) (IPCS, 1.992; Doull et a|.,1.999).

Le DEHP, longtemps classé 2B par |IARC, a récemment été reclassé en gtoupe 3,

c'est-à-dire non-cancédgène chez l'homme (IARC, 2000). De nombteuses études in uiuo

chez les rongeurs ont confrmé le catactète hépatocancétogène du DEHP (recensées dans

Doull et a/.,1.999).

Deux mécanismes ont été proposés pour expliquer les effets de

l'hépatocancérogenèse induite pat le DEHP chez les rongeurs :

I'induction de la ptolifétation des peroxysomes.

I'augmentation de la prolifétation des hépatocytes et de la synthèse de l'ÂDN

associée à la suppression de l'apoptose fiames et al., 1998; Roberts et al., 1,998;

Hasmall et al. ,  1,999; Goll et al. ,  1,999;Robets et a1.,2002; Boit iet et a/.,2003;

Robets et a/.,2004).

I

I
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La suppression de I'apoptose par le DEHP a été observée dans plusieurs systèmes

cellulaires in uitro dont les cellules embryonnaires de hamster Syrien (SHE) @halfurn et a/.,

1,997) et les ceilules de Setoli (I(ang et a/.,2002) et dans les hépatocytes de rongeurs in uiuo

et in uitlo flames et a/., 1998; Roberts et al., 1998; Hasmall et al., 1,999 ; Goll et al., 1,999 ;

Roberts et al., 2002 ; Boitier et a/., 2003 ; Roberts et a/., 2004).

D'autres mécanismes sont également considérés comme des facteurs de Ia

cancérogenèse induite par ie DEHP et indépendants de la prolifération des peroxysomes>

comme l'induction de la transfotmation morphologique des cellules SHE (Mikalsen et a/.,

1993; Tsutsui et a/., 1993 ; Cruciani et al., 1,999) et l'inhibition des communications

intercellulaires (I4ikalsen et a/., "1993 ; I(ang et a/.,2002).

Le DEHP est également incriminé comme perturbateur endocrinien et comme

toxique sur la reproduction, susceptible d'entraîner des troubles de la reproduction et du

développement (Okubo et a/., 2003; Laurn et a/., 2004). Les effets du DEHP sur le

système reproducteur ont essentiellement été étudiés sur les rongeurs (tats et souris).

Les effets du DEHP et de son métabolite principal, le MEHP, sont majoritairement

testiculaires (cellules de Sertoli) et ovariens (cellule de la granulosa) (Hoyer,2001, ;Laam et

a/., 2004). Dans de nombreux cas, l'ingestion par voie orale de DEHP conduit à des

anomalies du système reproducteur et à I'atrophie testiculaire chez les mâles.

En effet, tl a été montré que le DEHP intensifiait Ie processus apoptotique qui a

lieu durant Ia spermatogenèse et qui petmet l'élimination des cellules germinales

surnuméraires ou non-fonctionnelles (R-ichburg et a/.,2000) uial'acivation de la voie des

récepteurs de mort (système Fas/FasL) Q,ee et a/., 1999; Ichumira et a/., 2003 ; l{tjima et

a/.,2004).

2.2 L'acide 2,4-dictlorophénoxyacétique (2,4-D)

L'acide 2,4-dtchlorophénoxyacétique (2,4-D) est un herbicide employé depuis une

cinquantaine d'années sur les plantes à larges feuilles et également utilisé comme

régulateur de croissance (figure 16).La toxicité de cet herbicide reste un sujet très étudié,

de par ses effets cancérogènes et génotoxiques qui restent ambigus.
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Le 2,4-D ne s'est pas révélé mutagène sur des cultutes de cellules de mammifères

lors des essais de cytogénétique (aberrations chromosomiques) et de mutagenèse (locus

HGPRT) (Gollapudi et a/.,1.999). Les essais de mutations reverses sur mutants bactériens

(test d'Ames) et de tests de synthèse non pfogrammée de |ADN se sont eux révélés

négatifs (Chades et a/.,1.999a). Aucune augmentation significative des micronoyaux n'a été

observée suite au traitement par le 2,4-D ou de ses dédvés (Chatles et al., 1999b).

Cependant, les études concernant la synthèse non programmée de I'ADN, l'induction

d'abercattons chromosomiques et l'échange de chromatides sceufs, restent controversées,

du fait de résultats contradictoires ((aioumova et Khabutdinova, 1,998; Âmet & Aly,

2001 ; Maddgal-Bujudar et aL.,2001).

Le 2,4-D induit Ia prolifétation des peroxysomes. Chez les tongeurs ce mécanisme

est lié à l'hépatocancérogenèse. Suite aux études menées sur le potentiel cancétogène du

2,4-D,I'IARC a ciassé Ie 2,4-D conune cancérogène 28 (IÂRC,1991).

À fottes doses (100 à 300 mg/kg de poids cotpotel), le 2,4-D induit chez les

mammifères (rats, souris, lapins, chiens, moutons, bovins, ...) des hépatites toxiques

sub-aiguës responsables entre autre de néctoses locales, de la dégénétescence et de

I'atrophie des hépatocytes. Un régime de 2 ans (0-300 mg/kg/jow) chez les rongeurs et

chez le chien n'a montré aucun effet oncogénique (Chatles et al., 1996a; Chatles et a/.,

1,9961r ; Garabrant & Philbert,2002). Cependant, des études épidémiologiques tendent à

montrer qu'il existerait une corélation entre I'exposition at 2,4-D et I'augmentation de

tumeurs malignes, mais les résultats restent insuffisants pour être significatifs flWHO,

1984 ; G anbrant & Philbet, 2002).

Il a été montïé que la toxicité du 2,4-D pouvait être tenforcée par la présence

d'adjuvants dans les fotmulations commerciales (Holland et a|.,2002). En 2000, une étude

de Oakes & Pollack srrr des fractions mitochondriales de rat (essai SMP

SubMitochondrial) a démontté que 50% de la toxicité de trois formulations colrllnerciales

àe 2,4-D était due à la présence de ces adiuvants.

La présence d'impuretés, notaTnment de dibenzo-1-dioxines polychlotées, qui

apparaissent lors de la synthèse des hetbicides chlotophénoxylés est également un facteur

important de leur toxicité (WHO, 7984 ; Oakes & Pollack, 1'999 ; Holland et al', 2002 ;

Atias, 2003). L'exemple le plus matquant est sans doute celui de l'hetbicide Agent
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Orange, dont pius de 72 millions de litres ont été tépandus sur plus de 3,6 millions

d'hectates pendant la guerte du Vietnam dans le but de détruire toute la végétation

(I'{ham 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 I'IARC. Ce

mélange étut fottement contaminé pat des dioxines, notamment Ia

2,3,7,9-tettachlorodibeîzo-p^r^-dioxine (ICDD), classée cancérogène 1 par I'IARC.

En plus des conséquences écologiques catastrophiques, l'Agent Orange est la cause de

l'apparition de fofts taux de cancers dans la population vietnamienne (maladie de

Hodgkin, lymphomes non-hodgkiniens, cancer de la prostate, des poumons, des

btonches, du larynx, de la traché....) (Frumkin, 2003) mais aussi responsable d'effets

tératogènes impottants (malfotmations congénitales, retard mental, mortalité infantile, ...)

qui sont imputés à la TCDD (IrJham Tuyet &Johansson, 2001).

Effets du 2r4-D sur I'apoptose

De fottes concentrations de 2,4-D (fotmulations cofi[netciales ou matière active)

(1-16 mNQ se sont révélées induire l'apoptose dans divets types cellulaires in uiTro

(lymphocytes humains, cellules HepG2, cerebral granule cells) et in uiuo (organes

lymphoïdes) (tableau I\| ({aioumova et al., 2001a ; IGio ova et a/., 2001b ;

De Moliner et a/., 2002 ; Tuschl & Schwab,2003). Dans leut étude, I(aioumova et al., ont

démontré que l'apoptose induite par le 2,4-D était indépendante de la voie apoptotique

des técepteuts de mot (Fas et TNFRI) et du récepteur des hydrocarbures aromatiques

polycycliques (récepteur Ah). Il semblerait que I'apoptose induite par le 2,4-D implique

préfétentiellement la voie apoptotique mitochonddale puisque Ia chute du potentiel

mitochondrial membranare (AV-), la libération du cytochrome 4 l'activation de la

caspase-3 et la fragmentation de I'ADN (tableau I$ ont été observées suite à un

traitement avec le 2,4-D (I(aioumova et a/., 2001a; I(aioumova et a/.,2001b ; De Moliner

et al., 2002 ; Tuschl & Schwab , 2003). DiPaolo et a/., ont également montré que le 2,4-D

formait un adduit avec une protéine de 52 kDa de la membrane mitochondriale interne,

suggérant que cet adduit était à l'odgine de l'altération des fonctions mitochondriales
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Ceteconrps CouposBs

Agents thérapeutiques / hypolipémiants

Agents plastifiants

Herbicides

Solvents et produits industriels

Stéroides

Arômes alimentaires et produits naturels

Gemfibtozil
Clofibrate
Ciprofibrate
Fenofibrate
wY-1,4,643
Nafénopin
Méthyl clofénapate
BR-931

Di(2-éthylhexyl) phtalate @EHP)
Di(2-éthylhexyl) adipate (DEHA)
Di-a-butyl phtalate @BP)

Lactofen
Fomesafen
Acide 2,4 - dtchlorop hénoxy ac étique
Âcide 2,4,5 -tÀchlorophénoxy

acétique

Tdchloroéthylène CICE)
Perchloroéthylène
Paraffines chlorées

Déhydtoepiandrostérone @HEA)

Citral
Linalol
Cinnamyl anftatilate

Tableau V : Exemple de composés chimiques qui provoquent la prolifération des

pétoxysomes hépatiques chez les rongeurs (d'après Corton et a/.,2000)
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@iPaolo et a/., 2001). Il a été avancé qu'à ces fortes doses, le 2,4-D exerçait sa toxicité uia

une induction de l'apoptose (I(aioumova et a/',2001a; Tuschl & Schwab, 2003)'

A notre connaissance, aucune donnée pouvant suspecter une inhibition de

l'apoptose 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

espèces animales et dont la principale fonction métabolique est l'oxydation-B des acides

gras et la synthèse du cholestérol (Corton et a/-,2000).

Les proliférareurs de peroxysomes hépatiques (HPP$ constituent une classe de

substances chimiques, pour la plupart non-génotoxiques et cancérogènes chez les

rongeurs (Corton et al, 2000). Les HPPs incluent des agents thérapeutiques,

hypol-ipémiants, des agents plastifiants, des herbicides, des stétoïdes, des solvants et des

produits industriels, des arômes alimentaires et produits naturels... (tableau \).

Les proliférateurs de peroxysomes induisent l'augmentation du nombre et/ou du volume

des peroxysomes dans les hépatocytes de rongeurs. Ceci est associé à des altérations

hépatiques incluant une augmentation du poids du foie (hlperffophie des hépatocytes et

hyperplasie) corrélée à l'augmentation des enzymes hépatiques impliquées dans le

métabolisme des acides gras (Corton et a/.,2000).

Chez les rongeurs, l'administration prolongée de la plupart des HPPs conduit à

I'apparitions de rumeurs hépatiques (Corton et a/., 2000). Comme les proliférateurs de

peroxysomes et leufs métabolites ne sont pas directement génotoxiques, différents

mécarusmes ont été proposés pout expliquer la cancétogenèse induite par ces substances

chez les rongeurs :

. Lraltération du contrôle de la croissance des hépatocytes P^t

l,augmentation de la prolifération cellulaire etf ot la suppression de

I'apoptose flames et a/., 1,998; Roberts et a/., 1,998; Hasmall et a/., 1999 ;

Christense n et a/., 1999 ; Goll, et al., 1.999 ; Roberts et al., 2002; Boitiet et al., 2003 ;

Roberts et a/',2004)'

A r ,
A J
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L'augmentation de la proltfération cellulaite pat les HPPs Qe tdchloroethylène,

le \X,ôl-14,643, l'acide dichloroacétique, l'acide trichloroacétique, ...) chez les

rongeurs est le plus souvent corrélée à l'augmentation de l'expression de gènes

régulateurs de la croissance cellulaire, comme c-mJc et c-fun (Belury et a/., 1,998;

Tao et a/.,2000).

' L'augmentation des dommages à I'ADN uial'induction du stress oxydant.

La prdtf&ation des peroxysomes altère l'équiJibre entre la production et ia

dégradation des peroxydes, et conduit à I'appantton de substances réactives de

I'oxygène, comme le peroxyde d'hydrogène (HzOz). En I'absence de HPPs, HzOz

est élirniné par la catalase, une enzyme peroxysomale; en ptésence de HPPs, un

excès de HzOz peut être à I'origine de l'altération structurale et métabolique de

certaines molécules dont la molécule d'ADN, et pourrait également contribuer à

I'initiation du processus néoplasique (Seo et a/.,2004).

La plupart des effets pléiotropiques des proliférateurs de peroxysomes sont liés

aux técepteurs PPAR (PPARcr, PPARP, PPARy) (Peroxisome Proliferator-activated

Receptors) (I(eller er a/.,2000). Succinctement, les PPs activent les récepteurs PPAR, qui

s'hétérodimérisent avec un autre récepteur, le récepteur RXR (tetinoid X receptor) et se

lient à l'élément de réponse spécifique à l'ÂDN, PPRE, localisé dans les promoteurs de

gènes régulés par les PPs (Robefis et a1.,2004).

PPAR-RXR * séquence régulatrice PPRE + 1 ARNm des gènes régulés par PPs

En absence de récepteur PPARcT (souris PPAR /), les proJiférateurs de

peroxygams5 sont incapables d'induire la synthèse de I'ADN, Ia prolifération des

peroxysomes ou des rumeurs hépatiques. La suppression de l'apoptose par les

proliférateurs de peroxy566es dans les hépatocytes de rongeurs est également corrélée à

l'activité du récepteur PPARct (Roberts et al., 1,998 ; Hasmall et al., 2000). Dans les

hépatocytes PPARcT 
-'-,|'^poptose 

spontânée ou induite par TGFB1 ne peut être inhibée

suite à un traitement par les ptoliférateurs de peroxl'somes (Hasmall el a/.,2000).
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Cependant même si Ia plupart des IfPPs induisent des effets hépatotoxiques, tous

n'induisent pas systématiquement des effets hépatocancérogènes, c'est Ie cas du

DBP [di-n-butyl phtalateJ ou du BBP [n-butylbenzyl phtalateJ (Seo et aI.' 2004).
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B. MATERIELS et METHODES

I. Pnoourrs cHTMIQUES UTILISES

Les caractédstiques générales des substances que nous avons utilisées

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

Concentrations

p9lmL pM

0r1

1

10

Camptothécine 1,20,4

0,4

4

40

BaP

10

25

50

2A-D 1

2,5

5

4,5

11,3

22,6

DEHP 3,9

9,75

19,5

Fomesafen 5

10

It,4

22,8

Chlorure de zinc L3,6

L7

20,4

100

t25

150

II. Cur.tunn CELLULAIRE

1 Milieu de culture

Le milieu utilisé Pour la culture

(SHE) est le milieu DMEM (Dubelcco's

des cellules embryonnaires

modified Eagle's medium)

de hamster Syrien

prêpztê sans louge
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phénol (Invitrogen/Gibco) (Annexe 2) auquel on ajoute 2 g/L de NaHCOT (Sigma) afin

que le pH du milieu soit de 7. Le milieu est ensuite filué sur une membtane de porosité de

0,2 pm et conservé pendant 3 semaines au maximum à 4oC'

Pour la mise en culture des cellules, le miJieu DMEM est complété avec 1,2o/o de

sérum de veau fætal (llyclone), 170 d'une solution d'antibiotiques à 5 mg/ml de

Sueptomycine et 5000 IU/rnI- de Pénicilline (Invitrogen/Gibco) et 0,2o/o de

d'antimycotiques Fungizone@, une solution d'Amphotéricine B à 250 P8/d-

(Invitrogen/Gibco). On appelleta ce milieu < le milieu complet >'

2 Les cellules embryonnaires de hamstet Syrien (SHE)

Les cellules embryonnaires de hamstet Syrien (SHE) sont préparées dans notre

laboratoire selon la méthode décrite par Pienta (1'977) et modifiée PM Elias (1989).

Cette méthode consiste à prélever les embryons de femelles de hamster Syrien à leut

tteizième jour de gestation.

Les embryons prélevés sont séparés de façon à gatdet plusieuts lots distincts de

cellules embryonnaites. Les embryons sont rincés avec du PBS (1,31 mM NaCl;

2,7 tlnM KCI ; 8,1 mM NazHPO+ ; 1,4,7 mM I(HzPO+ ; 5Hz0 ; p}{7 ,4)'

Les tissus déjà différenciés cofiune les yeux, le cæur et les viscères sont tetirés.

Les embryons sont ensuite découpés finement et puis digérés avec une solution de

dispase à 2U /mL (10 -L) (Invitrogen/Gibco). La digestion se fait sous agitation à 37oC

pendant 10 minutes'

Le surnageant cellulaire de cette première digestion est éliminé puis la fraction

tissulaire est de nouveau soumise à deux digestions successives par 25 mI- de dispase

QU /mL).

Les surnageants de ces deux dernières digestions sont récupétés et filtrés sur gaze

stérile, ce qui perïnet l'élimination des petits fragments tissulaires non digérés. L'action de

la dispase est stoppée parl'aiout de milieu complet.

Chaque filtat est ensuite centrifugé (1000g, pendant 10 minutes)' Les culots

cellulaires sont remis efl suspension dans du milieu complet'

Les cellules viables sont comptées gtâce 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 boîtes de Pétri (A rc mm) (Corning) et mises à

incuber dans une étuve thetmostatée à 37oC, 1.0o/o de COz et saturée en humidité.

Le milieu de cultute est reriouvelé toutes les 24 heures.

Quand le tapis cellulaite est à confluence (en général, 48 à 72 heures aptès

l'ensemencement), les cellules sont rincées avec du Tampon PBS. Le tapis cellulaite est

dissocié à l'aide d'une solution de trypsine (Invitrogen/Gibco), en solution à 0,25o/o (*/")

dans du PBS (5 minutes au maximum à 37"C). Les cellules sont à nouveau centrifugées à

25}gpendant 10 minutes afin d'éliminer toutes traces de trypsine et temises en suspension

dans du milieu complet.

Elles sont ensuite congelées à raison de 1,5.106 cellules pat tube dans un milieu de

congélation (milieu DMEM complété avec 10o/o de diméthyl sulfoxide (DMSO ; Ptolabo)

et 1.00/o de SVF). La congélation se fait par paliets progressifs '. 1/z heure à 4"C,4 heures à

-20"C et une nuit à -80oC. Puis, elles sont mises dans de l'azote liquide (-170'C) et

peuvent être conservées au maximum deux ans.

Les cellules sont testées pat un ou deux repiquages (cultute pdmaire et secondaire,

respectivement) afin de limiter les phénomènes de dédrffétenciation in uitro.

Le passage des cellules correspond à une trypsinisation, c'est-à-dite, une

dissociation enzymaique du tapis cellulute par Ia trypsine (0,25o/o dans du PBS). Lots de

nos essais, les cellules ont été utilisées jusqu'à leur troisième passage au maximum,

c'est-à-dire qu'elles ont subit au maximum ttois trypsinisations.

III. ESSAIS DE TRANSFORMA,TION CELLUIÀIRE IN WTRO

Ce essai à court terme consiste à étudier la moqphologie des colonies de cellules,

ensemencées eri densité clonale, qui se sont développées pendant les sept jours de

clonage, et au cours desquels, les cellules ont été exposées à I'une des substances étudiées.

Les cellules utilisées pout les essais de transformation cellulaire sont les cellules

embryonnaires de hamster Syrien. Chaque lot cellulaire obtenu précédemment,

correspondant chacun à un embryon, est testé pour évaluet l'efficacité de clonage (EC) et

la transfotmation morphologque CIfl induite par 1. Vg/d, (a frM) de benzo(a)pytène
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@"P), une substance coufamment utilisée cofrune témoin positif lors des essais de

transformation cellulaire, classée cancétogène 2A pat |IARC'

Les lots de cellules qul présentent à la fois, les meilleurs taux pour

transformation cellulaire et l'efficacité de clonage sont uti.lisés pour servir de stock

cellules cibles pour les essais de transformation cellulùe'

Une partie des lots de cellules non-utilisés est iffadiée (5000 rads). L'lrrz,dtad.on a

été réalisée dans le service de tadioth énpie de la clinique Claude Betnard à Metz.

Ces cellules sont stockées dans l'azote liquide à raison de 10.106 par cryotube et servitont

de stock de cellules nourricières. Suite à l'rrradtaion, ces cellules sont incapables de se

d.iviser, mais vont fournir des facteuts nutritifs, nécessaires au bon déroulement du

clonage des cellules cibles.

1 Protocole des essais de transfomation cellulaire

Généralement, 10 boîtes de Pétri (O 60 mm) sont utilisées par concentration

testée. Le milieu de culture utilsé est le milieu DMEM complété avec 720/o de SVF, 1%

d,une solurion d'antibiotiques (ampicilline et streptomycine) et 0,2o/o à'antimycotiques

(amphotéricin B).

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

I Le chlorure de zinc.

+ Le2,4-D, un cancéïogène non-génotoxique, classé 2Bpat I'IÀRC.

) Le Benzo(a)pyrène, un cancérogène non-génotoxique, classé 2A par |IARC,

utilisé cofiune témoin positif lors des essais de transformation cellulaire.

AJ-r, on procède à I'ensemencement de 60000 cellules nouricières par boîte de

pétri dans un volume de 2 ml- de milieu de cultute (figure 17).

A J-r, un volume de 2 n'J- contenant 150 cellules cibles, est utilisé poru ensemencer

chaque boîte contenant déià les cellules noutticières'

Dans le cas de cellules pré-tutêes avec Ie zinc' la solution de znclz est diluée

extemporanément dans le milieu de culture, et est appliquée dès I'ensemencement des

la

de
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cellules cibles àJ-r.

A Jo, Ia substance à testet est appliquée dans un volume de 4 mL. Patallèlement,

une série de boîtes uaitées avec le BaP (1 pg/rrrI-) servira de contrôle positif de Ia

ttansfotmation cellulaire. Une séde de boîtes sera également traitée avec le DMSO

(0,020/o),le témoin solvant utilisé pour nos essais avec le fomesafen et le BaP.

A Ja, le milieu culture est ôté et I'on procède à une seconde application de la

substance à tester (4 -L). Les concenffations de la substance testée et des témoins, sont

identiques à celles appliquées àJ0.

A Jz, le milieu est ôté et les boîtes sont tincées avec du PBS. Les celh-rles sont

ensuite fixées à l'éthanol absolu pendant 10 minutes puis colorées au Giemsa (solution de

bleu azut-éosine-bleu de methylène) (1,0oh dans I'eau MilliQ) pendant 20 minutes.

2 Etude quantitative de la ttansformation cellulaire mo{phologq.t.

Les colonies transformées sont différenciées des colonies normales, par une

croissance anatchique des cellules. Les cellules uansformées sont caractérisées par un

enchevêttement et une superposition des cellules. Ces cellules présentent également une

augmentation du ratio noyau/cytoplasme, ainsi qu'une augmentation de Ia basophilie, qui

confète à la colonie une couleur sombre, après coloration avec le Giemsa.

Dans le but d'une évaluation quantitative de la transfotmation cellulaire fff), de

I'efficacité de clonage (EC) et pat conséquent de la toxicité des produits testés, deux

indices sont uulisés (DiPaolo, 1980) :

. le taux de transformation (T0 r il corespond au pourcentage du tapport du

nombte de colonies ttansfotmées sut le nombte de colonies formées. Il petmet

d'évaluet la capacité d'une substance testée à ttansformet des colonies

présentant un phénotype normal err colonies présentant un phénotype

néoplasique.
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Figure 18: Observation en microscopie à fluorescence (495 nm) des cellules SHE

matquées à I'acridine orange. La photo A corespond à des cellules

normales présentant une chromatine homogène. La photo B correspond à

des cellules apoptotiques présentant une chromatine condensée et une

fragmentation nucléaire.



. Iefficacité 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 pourcent^ge. L'efftcacité de clonage permet d'évaluer la

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

Le test statistique utilisé pour l'analyse des résultats est un test statistique du 12'

IV. DBTECTION DE L'APOPTOSE

pefmet d'évaluer de façon quantitative I'apoptose dans les cellules

de la chromatine des celiules avec des fluotochromes, acridine

orange (iVloleculat Probes) et bromure d'éthidium (Sigmâ).

1 Etude de la moqphologie des cellules en apoptose

Cette technique

SHE, après matquage

Pour le traitement, 2.1,06 cellules pour chaque concentration testée, sont mises en

culrute dans des boîtes de Pétti @ 60 mm) dans du milieu DMEM complété avec 5o/o de

sérum. Après traitement, le milieu de culture est gatdé de façon à técupérer ies cellules qui

se seraient décollées pendant le traitement. Les cellules sont récupérées par trypsrrusatlon,

et sont centrifugées à 1000g pendant L0 minutes. Le culot est ensulte remrs en suspenslon

dans du tampon PBS. L'étude des câractéristiques motphologiques de l'apoptose dans les

cellules est réalisée en microscopie à fluotescence à 495 nm, après marquage de la

suspension cellulaire par un mélange de fluorochromes : acridine otange (150 pg/ml-) et

de bromure d'éthidium (250 WglnD.Les cellules viables ne sont perméables qu'à

l'acrid.ine orange et présentent une colotation vette de leut noyau. Les cellules mortes ou

en fin d'apoptose sont perrnéables au bromure d'éthidium et présentent une colotation

rouge de leur noyau. Les cellules non apoptotiques sont cattctéttsêes paf une chtomatine

homogène tandis que les cellules apoptotiques sont catacténsêes par une chtomatine

condensée et/ou une fragmentation nucléaire (figure 18).

Le taux d'apoptose est exprimê par le pourcentage de cellules ptésentant une

morphologie apoptotique suf le total de cellules comptées. Chaque lecture est réalisée en
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triplicat, et vérifiée par aD moins trois essæs.

2 DNA ladder

La fuagmentation internucléosomiale de I'ADN par des endonucléases spécifiques,

reste un des marqueu.rs les plus utilisés poul la mise en évidence de I'apoptose.

Elle engendre des fragments multiples de 180-200 pb, ce qui donne en électrophorèse un

profil en barteau d'échelle pNA ladder) (figure 19). Ceci différencie l'apoptose de la

nécrose qui induit une fragmentation alêztolr:e de lâDN'

Les cellules [.10a cel]ules par concentration testée) sont mises en culture dans des

boîtes de Pém (A 60 mm) dans du milieu DMEM complété avec 5% de SVF.

Après traitement, le milieu de cultwe est técupéré. Les cellules sont gtattées dans du

tampon PBS. Le mileu de culture et les cellules sont centrifugés à 10009 pendant

10 minutes. La pudfication de |ADN total (ÂDN fuagmenté et ÂDN non ftagmenté) est

réalisée à l,aide du kit de détection < suicide track > (Oncogene) selon les instructions du

fournisseur. La composition exacte des solutions du kit n'est pas indiquée pat le

fabriquant.

LâDN est extrait des cellules paf un tampon de lyse foutnit avec le kit.

Après dêgradaion des ARN et isolation de I ADN, I'ADN est précipité tapidement à

l,isopropanol grâce à un co-précipitant @ellet Paint@). Le mélange est ensuite centrifugé à

150009 pendant 10 minutes. Le culot d'ADN obtenu est lavé avec de l'éthanol à 75% puis

remis en suspension dans le tampon de resuspension foumi avec le kit. L'ADN est mis à

migter sr11 un gel d'agarose (1,5% (*/") contenant 0,1' yg/mI- de bromute d'éthidium

dans le tampon TAE (fris-Acetate-EDTA :1,27,5 g Tris base ; 28,5 mL d'acétique glacial ;

100 mL d'une solution EDTA à 500 mM, pH 8; 1 litte d'Hz0). L'ADN de haut poids

moléculaire ainsi que I'ADN fragmenté sont visualisés par une exposition sous les

ultra-violets (JV].
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V. EfUOn DE L'EXPRESSION DES GENES BCL-2, BA-XET C-MYC

EN RT-PCR

La méthode en RT-PCR (Reverse Transctiption and Polymetase Chain Reaction)

pefinet d'analyser le raux d'ARNm spécifique d'un gène étudié. Cette technique consiste à

rétrotranscrire de I'ARNm en sa séquence codante d'ADN (ADNc). Une fois la séquence

d'ADNc obtenue, elle est amplifiée par PCR @olymetase Chain Reaction), une technique

d'amplification enzymatique in yitro. L'amplification est réalisée par une série de cycles de

réplication faisant intervenir un couple d'amotces spécifiques du gène étudié et doit

permettre d'obtenir une quantité d'ADN suffisante pout I'analyse de I'exptession du gène

étudié. Les gènes que nous avons étudiés lors de cette étude sont les gènes bcl-2, bax et

c-myc.

1 Traitement des cellules SHE

Les cellules sont mises en culture, à taison 2.106 celiules par boîte de Pétri

(A G0 mm) dans du milieu DMEM complété avec 5o/o ou 1070 de SVF, selon les

substances testées. Les substances à étudiet sont diluées extempotanément dans le mi-lieu

de culture. Après traitement, le milieu de cultute est ensuite récupéré. Les cellules sont

grattées dans du tampon PBS à I'aide d'un gtattoir préalablement trempé dans une

solution 4M de guanidine thiocyanate (GATC) (Euromede*), q.ti empêche I'action des

RNAse. Le tout est récupéré puis centrifugé à 1000g à 4"C pendant 10 minutes.

Les cellules sont remises en suspension dans 100 PL de GATC puis congelées à -80oC en

vue d'une utilisation ultérieure.

2 Extraction des ARN totaux

L'extraction des ARN totaux se fait par une extraction au phénol-chlotoforme'

Afin de lyser les cellules, on ajoute à chaque échantillon cellulaire récupéré 300 FL

d'Extract All (Eurobio), un ptoduit à base de phénol. Les échantillons sont lysés pendant

5 minutes à température ambiante, puis 80 FL de chlorofoffne sont ajoutés au lysat
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celluiaire. Le mélange est vortexé pendant 15 secondes

10 minutes , 4"C).On distingue trois phases :

I une phase translucide correspondant aux ARN.

) une phase blanche corespondant à I'ADN'

I une phase rose correspondant aux protéines.

centritugé (120009,

La phase supédeure translucide contenant les ARN est técupérée et on y aioute un

volume équivalent d'isopropanol Q00 pL). On laisse ptécipiter les ARN pendant

30 minutes à tempér tr;ie ambiante. Les échantillons sont ensuite centrifugés (120009

5 minutes, 4"C). Le culot est lavé dans 400 prJ- d'éthanol 75o/o et passé au vortex.

On procède à une nouvelle centrifugation à 1,2000g pendant 5 minutes. Le culot

contenant les ARN est séché à l'zrLt puis tepris dans 20 prJ- d'une solution de diéthyl

pyrocarbonate pEPC ; Sigma) à 0,1.o/o, qui protège de l'action des RNAses.

3 Dosage et vérification de I'intégrité des ARN totaux

Afin de déterminer la quantité d'ARN que I'on técupète, on ptocède à un dosage

specuophotométdque. Les échantillons sont dilués dans de I'eau DEPC (1,/200).

Deux dosages sont effectués à deux densités optiques différentes :

I un dosage à 260 ffn correspondant au dosage des ARN.

r un dosage à 280 nm correspondant au dosage des protéines'

On considère que I'ARN técupété est pur si le rapport de la oo260 nm/oo280 nm

est supérieur ou égalà 1,8. Sachant qu'une unité de DO à 260 nm correspond à 40 pg/mI'

d'ARN, on déduit la concentration en ARN récupéÉ. La concentration en ARN des

échantillons est alors ajustée à 0,5 Wg/ù dans de I'eau DEPC, ce qui constitue la

concentration minimale tequise pour les étapes d'amplifications ultédeures.

L'intégnté des ARN totaux obtenus est védfiée par une électrophotèse sur un gel à

L0/o d'agarose dans du tampon TAE contenant 0,1, pg/nI- de bromure d'éthidium @ET).

A2 WLd'échantillon d'ARN sont ajoutés 10 pL de tampon de charge spécifique aux ARN

(solution de colorant bleu au xylène cyanol dans 5o/o de glycétol), nécessafue à Ia

migration.

puls

56



Matériels et Méthodes

4 La transcription reverse (RT)

La tanscnption ïeverse est réalisée à I'aide du Kit d'amplification " Gene A-p "

(P.E. France). La réaction nécessite 2 S[- d'échantillon ARN et s'effectue dans un volume

de 20 pI-. L'amo.tce Oligo d(I) utiJisée lots de la téaction de transctiption reverse pennet

de tétrotranscrfue uniquement les ARNm.

Réactifs

Tampon PCR
MgCl2
dGTP
dATP
dCTP
dTTP
Inhibiteur de RNAse
Reverse TranscriPtase MuL V
Amorces Oligo d(T)
Echantillon
H2O DEPC (O,Lo/o)

Solutions
stocks

Concentrations
finales

Volume/20FL

2 trl
4 trl
2 ttL
2 ltL
2 trL
2vL
1 trL
1 trL
1uL
2 trL
1 trl

10x
25 mM
10 mM
10 mM
10 mM
10 mM

20 u/pL
50 U/pL
50 pM

0,5 ttglpl

1x
5mM
lmM
lmM
1mM
lmM
1 U/pL

2,5 UlltL
2,5 PM

25 nglpL

Le programme du thermocycleur pour la Reverse Transctiption est constitué de

trois étapes :

I une êtape d'hybridation des amorces et de transcription de I'ADNc de

30 minutes à 42"C-

I une êtape de dénaturation des enzymes de 5 minutes à 99"C.

I une étape de refroidissement et de conservation des échantillons à 4oC.

A la suite de ce programme, I'ADNc est prêt à êue utilisé pour la réacton PCR.

Les échantillons peuvent être conservés à -20oC en vue d'une utilisation ultérieute.

5 La Éaction PCR (Polymérase Chain Reaction)

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

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

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

dilutions que I'on effectuera en njottant les amorces spécifiques du gène étudié,

l'échantillon d'ADNc et I'eau -illiQ. La solution de réactifs nécessaires à la PCR sera

appelée Mix-PCR.

Mix PCR

Tampon PCR
MgCl2
dGTP
dATP
dCTP
dTTP
AmpliTaq DNA polymérase
Hzo

Solutions
stocks

Concentrations
finales

Volume/20FL

10x
25 mM
10 mM
10 mM
10 mM
10 mM
5 U/ttL

2x
4mM

0,4 mM
0,4 mM
0,4 mM
0,4 mM

0,05 U/LIL

4pL
3,2 pL
o,B PL
o,B pL
o,B PL
0,8 ptl
0,2 pL
9,41tL

Réactifs

Mix PCR
Amorces ler gène
Hzo
Echantillon

Mix PCR
Amorces 2nd gène
Hzo

Solutions
stocks

2x
10 pM

2x
10 pM

Concentration
finale

Volume/4091

1x
0,25 pM

1x
0,25 pM

10 pL
1pL+1pL

6pL
2uL

10 pL
1pL+1pL

8pL

Mélange pour I'amplification
du ler gène pendant X cycles,
puis le programme PCR
est stoppé pendant l'étape 2

Mélange pour la co-amplification
du 2nd gène, ajouté pendant
I'arrêt du programme PCR pendant
l'étaoe 2

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

l'étape 2 est répétée X fois suivant le protocole expédmental choisi :

r Etape 1: une phase de dénatutation de 5 minutes à94"C.

I Etape 2 (répêtée X fois suivant le protocole utilisé) :

' une phase de dénatutation de 30 secondes à 94oC.

' une phase d'appariement des amorces de 30 secondes à 55'C'

' une phase d'élongation de 30 secondes à12"C.

r Etape 3 : une phase d'élongation finale de 5 minutes à72"C'

r Etape 4 : conservation des échantillons à 4oC.
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il est nécessai-re de réaliser en patallèle de I'amplification de I'ADNc une

co-amplification d'un gène expdmé de manière constitutive (gène da la B-actine po:llr bc/-2

et bax ou de lagapdh povr c-mJc). Cette co-ampliûcation sett de témoin interne pour les

réactions d'amplification. Cependant, le nombre de cycles variarrt pour les deux gènes

co-ampiifiés, il faut en tenir compte lors de la ptogrammation du thermocycleut.

Pour cela, le gène qui nécessite le plus grand nombte de cycles seta amplifié en ptemier.

Dans un premier temps, seules les amotces spécifiques au gène ampl-ifié setont aioutées

au Mix-PCR et à l'échantillon. Suivant le nombte de cycles désirés pout I'amplification du

second gène, le thermocycleur est stoppé lors de l'étape 2 et I'on y ajoute les amorces

spécifiques.

Les séquerices et les conditions d'amplification des gènes étudiés, sont ptécisées

dans le tableauVIL Les gènes que nous avons étudiés, n'ayant pas été séquencés chez le

hamster Syrien, nous avons choisi des amorces spécifiques en comparant les séquences

chez d'atttes esDèces de hamstets. Ie [a souris, l'homme... dans les banques deTAt,

données en ligne , et flous avons

ptivilégré des zones bien conservées entte les espèces. Les amotces proviennent de chez

Invittogen @rance).

L'ADN spécifique amplifié est mis en évidence p^t une électtophorèse sur gel

d'agarose ('l.o/, dans un tampon TAE) contenant 0,1 pg/ml- de btomure d'éthidium

(BET) 10 FL d'échantillon PCR sont ajoutês à 2lù d. tampon de chatge spécifique à

I'ADN (solution de colorant bleu au xylène cyanol dans 5070 de glycérol) et nécessaire à la

migration. Parallèlement, on fait migter un marqueur de taille @,uromedex) qui nous

permet d'évaluer la tailie en paire de bases des produits PCR obtenus. La migration des

produits PCR est révélée sous UV et photographiée.
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Figure 20 : Vecteur pGEM@-T Easy utilisé pour les étapes de clonage.

pcElt @.T EasyVector
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Figure 21 : Promoteur du vecteur pGEM@-T Easy.



VI. SBQUENçAGE DES GENES CODANT POUR LES PROTEINES

Bct--2, Bex ET c-MYc

1 Clonage

Les étapes de clonage sont réalisées à I'aide du kit pGEMo-T Easy Vectot system

@romega).

Ce plasmide (figures 20 et 21) est préparé par le foutnisseru pat coupure du

plasmide circulaire pGEM avec l'enzyme EcoRV et l'addition d'un T (Ihymidine) à

chaque extrémité terminale 3'. Les 3'-T saillants au site d'insettion augmentent I'efficacité

de la ligation des ptoduits PCR dans le plasmide

en évitant la recircularisation du plasmide sut lui-même.

en générant des extrémités cohésives adaptées aux ptoduits PCR. En effet,

lorsque les produits PCR sont destinés à être clonés, le ptogramme de Ia PCR

se tetmine pâï une élongation de 10 minutes à 72"C. Ces 10 minutes

supplémentaires permettentàIa Taq polymétase de générer. natutellement des

exrrémités Adénine protubérantes. Ces extrémités Adénine ptotubérantes

pennettent le clonage dans le vecteut pGEMo-T Easy Vector.

Une première étape de ligation consiste à liet le produit PCR au plasmide. 3 pil- de

produit PCR sont mis en présence de 5 p,L de tampon de ligation (R.apid Ligation Buffer),

d,1 FL de T4 DNA ligase et de 50 ng de pGEMo-T Easy Vector. Le volume est complété

à 10 F;.. Le mélange est incubé pendant t heure à 31"C. A f issue de I'incubation, un

aliquot de 2 yI- de produit de ligation est mis en présence de 200 lù d. bactéries

thermocompétentes @.Coli, JM109). Le mélange est incubé pendant 30 minutes dans la

glace, 50 secondes à 42"C puis de nouveau 5 minutes dans la glace. Le choc thermique

perrnet l'insertion du plasmide dans la bactérie. On aioute ensuite 200 VI- de LB G*ir-

Bertati, 1 L Hz}, 10 g de peptone, 5 g d'extrait de levure, 5 g NaCl). Le mélange est

homogénéisé et 100 pL sont étalés sur mi-lieu LB solide complémenté avec 100 pg/ml

et d'une solution d'IPTG/Xgal (100 mM Isopropyl-B-D-

)

I
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thiolglactopyranoside (IPTG) et 50 mM 5-btomo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside,

100 mM ëgul)). Les boîtes sont placées à 37oC pour la nuit.

L'insertion du produit PCR se fait dans la région du gène codant pout la

p-galactosidase. Cette enzyme qui produit une colotation bleue en présence de Xgal est

inactivée par cette insertion. Les clones possédant l'insert setont identifiés pal une

coloration blanche alots que les clones qui ne possèdent pas l'insert seront bleus.

Pow une dtzune de clones recombinés, un quart de Ia colonie est ptélevé.

Une PCR est effectuée directement sur les colonies prélevées de façon à s'asswet de la

présence du plasmide recherché.

Les clones répondant positivement àla PCR sont placés dans du milieu liquide

pB, complété avec 70 pghrl- d'ampicilline), puis placés sous agitation à 37oC pendant

une nuit. L'ADN va être extrait d'une partie de la culture et êtte utilisé pour le

séquençage. L'antïe partie est stockée à -80'C dans du glycérol à 80o/o (v/v) en cas de

besoin poru une utilisation ultérieute.

2 Extraction et purification des ADN plasmidiques

Cette étape perrnet I'extraction et la purification de I'ADN plasmidique des clones

recombinants à I'aide du kit GenEluterM Plasmid MinipreP Kit (Sig-t). La méthode

consiste en une lyse alcaline en présence de SDS, suivie d'une étape d'adsolption de

|ADN sur une colonne comportant une membrane de silice. Toutes les étapes se

déroulent à température ambiante. La composition exacte des solutions n'est pas indiquée

par le fabtiquant du kit.

Une partie de chaque cultute (1,5 mL) contenarit les plasmides des clones

recombinants est centrifugée à 120009 pendant 5 minutes à 4"C. Les surnageants sont

éliminés 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 FL) par inversion

lente (5 à 10 fois) pendant 5 minutes au maximum. Une solution de neutralisation

(350 FL) est ajoutée et le mélange est homogénéisé par inversion lente pendant

10 secondes puis laissé dans la glace pend^nt 3 minutes. L'homogénat est ensuite

cenrrifugé (1,2000g, 10 minutes, 4oC). Les débds cellulaires, les protéines, les lipides,

lâDN chromosomique vont être précipités. Le surnageant est récupéré, transféré sur une

61,



Matédels et Méthodes

colonne GenEluterM Miniptep et centrifugê (1,20009 1 minute, 4oC). Les plasmides sont

alors tetenus 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, 4oC)

afin d'éliminer toutes éventuelles contaminations. La colonne est ensuite recentrifugée

pendant 2 minutes à 120009 afin d'élimifler toute trace d'éthanol. Une fois la colonne

séchée, I'ADN plasmidique est élué avec un tampon d'élution (10 mM Tds-HCl,

1 mM EDTA, pH 8) (100 FL) grâce à une centrifugation (12000g 1 minute, 4oC).

L'ADN plasmidique se trouve maintenant dans l'éluat et est prêt pout le séquençage.

L'éluat peut également être conservé à -20"C en vue d'une utilisation ultérieue.

Le séquençage de I'ADN est effectué pat Genome Express (Àdeylan, France), grâce aux

amorces universelles T7 et Sp6.

La techerche d'homologies entre les séquences obtenues a êtê effecruée à l'aide du

progtaftrme FASTA pearson & Lipman, 1988) sur les banques de données disponibles en

ligne (http://www.infobiogen.ft). Les alignements de séquences ont été rechetchés à

l'aide des programmes Clustall7.

Un numéro d'accession EMBL (http://www.ebi.ac.uk) a êtê attdbué aux

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

VIII. Eluoe DE L'EXPRESSIoN DES PRoTEINES BcL.Z nT Bex

PAR IMMUNOBLOTTING

1 Traitement des cellules

Les cellules SHE sont mises en cultute, à raison 5.106 cellules par boîte de Pétri

(A 1'00 mm) dans du milieu DMEM complété avec 5o/o de SVF. Les substances à étudier

sont diluées extemporanément dans le milieu de culture.

2 Extraction et dosage des protéines

Aptès traitement, le milieu de culture et les cellules sont récupérés par grattage et
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cenffifugés à 1000g pendant L0 minutes à 4oC. Le culot cellulaire est rincé dans du

tampon phosphate eBS) puis à nouveau cenftifugé à 10009 pendant 10 minutes à 4"C.Le

culot ainsi técupété est remis en suspension dans du tampon de lyse

(50 mM Ttis base ; 1 mM EDTA ; 0,2 mM PMSF ; 200 mM NaCl ; 0,1o/o SDS ;

1o/o Triton X-100 ;0,5 pg/nl,leupeptine ;1 Vg/mL pepstatine A). (Ious ces ptoduits

proviennent de chez Sigma, excepté le SDS et le Tris base qui ptoviennent de chez

Euromedex). Le mélange est mis à incuber pendant 45 minutes dans la glace, puis

centrifugé à 100009 pendant 30 minutes à 4oC, permettant ainsi la clanfrcaion du lysat

cellulaire. Les protéines ainsi técupérées peuvent êtte conservées à -80oC.

Les protéines sont ensuite dosées à I'aide du kit DC Protein Assay @iorad), basé

sur la méthode de Lowry de dosage des protéines.

3 Electtophorèse en conditions dénaturantes (SDS-PAGE)

L'électrophorèse en conditions dénaturantes permet la séparaion des protéines

selon leur poids moléculaire grâce au sodium dodécyl sulfate (SDS), un agent dénaturant'

La concentration protéique de chaque échantillon déposé est ajustée de façon à déposer la

même quantité de protéine dans chaque puits. Pour l'analyse de la protéine Bax, un dépôt

de 15 pg est nécessaire tandis que pour I'analyse de la protéine Bcl-2, un dépôt de 30 pg

est fequls.

Chaque échantillon protéique est mélangé à un tampon de chatge (1':2; v/v)

contenant du SDS (0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 ; glycétol 20o/o ; SDS 2% ; bieu de

bromophenol 0,003% ; B-mercaptoethanol 5Yo). Ce tampon de charge dénatute les

protéines et leur confère une charge négative. Les échantillons sont portés à ébullition

(100"C) dans un bain-matie pendant 4 minutes.

Les échantillons sont ensuite déposés sur un gel de polyacrylamide (R.eady Ptecast

Gel, Biorad). Le gel de polyacrylamide est composé de deux patties. Un ptemier gel, le gel

de concentration (ou stacking gel) contenant 4o/o d'acrylamide et un gel de sépatation

contenant 1,5o/o d'acrylamide. Un gel de sépatation à 1.5o/o d'acrylamide pefinet de séparer

correctement des protéines de I'ordte d'une vingtaine de kilodaltons (kDa). Les poids

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

26l<Da.
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anti-Bcl-2

anti-Bar

monoclonal

monoclonal

Mouse IgGl

Mouse IgGl

H , C , R , S , P

H , R , S

Concentration

0,5 pg/mL

1 pg/mL

Fournisseurc

BD Transduction Laboratories
Le Pont de Claix, France

BD Pharmingen
Le Pont de Claix, France

Tableau VIII : Caractétistiques des anticolps ani-Bcl-2 et anti-Bax utilisés lots des

Westetnblots. H: homme, C: chien, R:rat, S: souris,P: poulet.



Les échantillons sont ensuite mis à migrer dans un tampon d'électrophorèse

(25 mM de ris base ; 7g2 mM de glycine ;0,1o/o de SDS) pendant 30 minutes à200 volts.

A l,issue de l'électrophorèse, le gel est técupéré puis équilibré pendant 20 minutes dans le

tampon de transfert.

4 Transfert des protéines sur une membrane de polyvinyldiène

difluoride (PVDF)

La membrane PVDF (0,2 prM, Biorad) utilisée pour le transfert des protéines est

pré-hydratée pendant 2 minutes dans du méthan ol. La membtane est é brée dans le

tampon de transfert (25 mM de Tris, pH 8,3;192 mM de glycine;20o/o de méthanol

(v/v) ;0,025o/o de SDS) pendant 20 minutes. Les protéines sont ensuite transférées sut la

membtane . L'étape de transfert se fait à 4"C pendant 2 heures à 60 volts. Lorsque le

transfert est terminé, Ia membrane est récupérée puis séchée, ce qui pefinet une meilleure

adhésion des protéines à la membrane. Il est nécessaire de réhydtater la membrane

pendant 2 minutes dans le méthanol avantson utilisation porrr I'immunoblotting.

5 Immunoblotting

Avant de commencer l'immunoblotting, il est nécessaire de satuter les sites non

spéci{iques. La membrane est incubée pendant t heute 30 dans du tampon TBST-L (ftis

buffer sal ine, GBS: 8 g de NaCl;0,2 8 de KCI; 3 g de Tris base, HzO),0,1o/o de

Tween 20 et add"itionné de 5o/o de lait écrémé en poudre. A l'issue de cette êtape,

I'hybddation peut conunencef. Les anticorps anti-Bax (1 P'g/mI-) ou ani-Bcl-2

(0,5 pg/rnl) sonr dilués dans le tampon TBST-L (tableau VIID. La membrane est mise à

incuber à température ambiante et sous agitation pendant une nuit avec l'un des deux

anticorps. Le lendematn,la membtane est récupérée puis rincée dans le tampon TBST-L

pendant 6 fois 10 minutes. L'étape de rinçage terminée, I'hybridation avec l'anticorps

secondaire peut commencer. L'anticorps secondaire utilisé est un anticorps de chèvre

anti-souris couplé à la peroxydase; il est également dilué dans le tampon TBST-L

(1:15000). La membrane est mise à incuber pendant t heure à températute ambiante et

sous agitation. La membrane est ensuite de nouveau rincée dans le tampon TBST
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(fampon TBS et 0,L0/o de tween 20).

L'activité de la perorydase est détectée à l'aide d'un kit de chimiluminescence

(Immun-StarrM HRP Chemiluminescent Kit, Biotad). En présence de peroxyde

d,hydrogène, l'enzyr'rre HRP ftotseradish peroxidase) qui est coniuguée âu second

anticorps, catalyse l'oxydation du luminol, utilisé cofiune substrat' Quand il est oxydé, le

luminol retourne à son étatint'jal, et produit de la lumière.

La membrane est ensuite placée dans une cassette avec un film autoradiographique

(I(odak) pendant 2 minutes. Le film est ensuite développé (ptoduits GBX Kodak).

65



RESULTATS



PnnSNNTATION GENERALE DES TRAVAUX

Ce travail vérifie I'hypothèse qu'un dysfonctionnement de l'apoptose favodsetutla

transformation morphologique des cellules SHE, et étudie l'expression de certains gènes

impliqués dans le contrôle de l'apoptose (bcl-2, bax, c-n1c)-

Cette recherche nous a amené à procéder pat étapes, qui ont consisté :

tout d'abord, à étudier la relation entïe les effets anti-apoptotiques du zinc et son

pouvoir transformant sur les cellules SHE, ainsi que l'intetaction du zinc avec

d'autres cancérogènes. L'étude des mécanismes d'inhibition de l'apoptose par le

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

à étud.ier les effets du DEHP sur l'apoptose dans les cellules SHE et les

mécanismes mis en jeu; Ie DEHP étant connu pour induire la transformation

cellulaire (article III).

à êlargy l'étude du DEHP à un autre HPP cancétogène non-génotoxique, le

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

l'apoptose et sur l'expression des gènes bcl-2, bax et c-nJc (article IV).
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C. RNSUTTATS

I. INTTUBNCE DU ZINC SUR LA TRANSFORMATION

MORPHOLOGIQUE DES CELLULES EMBRYONNAIRES DE

I{AMSTEN SYNTBN

Afrn de védfrer I'hSptothèse d'une rcIation efltte I'inhibition de I'apoptose et Ia

ûansfotmation néoplasique, flous avofls étudié les ptopriétés tnnsfotmantes du zinc, ua

iahibiteut de I'apoptos e.

Les études précédentes effectuées dans note labontofue avaient démoané que Ie

zinc (100 pM soit 13,6 pg,/mL) inhibait I'apoptose induite par Ia pdvation des facteurc de

ctoissance dans les cellules SI{E (Alexandrc et aI., 2002). La concentation de 100 pM de

zinc a donc été utilisée pow étudiet ses effets sut Ia tansfotntation motphologique.

Tout d'abord, nous avons démontré que le zinc (100 FII\Q induisait

significativement la transformation morphologqrr" des cellules SHE suite à une

exposition de 7 iouts.

L'influence du zinc sur le potentiel transformant de substances cancérogènes a

également été étudiée, notafirnent l'interaction du zinc avec:.

r le benzo(a)pyrène (B"P), un cancétogène génotoxique, utilisé cofiune conftôle

positif dans les essais de transformation morphologique des cellules SHE.

r le fomesafen, un herbicide cancérogène non-génotoxique chez les rongeurs,

app^ïrcnant à Ia classe des diphénylethers et des prolifétateurs de peroxysomes

hépatiques.

Le co-ttutement du zinc avec ces cancérogènes a montté que :

r le zinc augmente significativement (^P<0r05) les effets transformant du

BaP (4 pM soit lpg/rr,L).
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s le zinc augmente significativement (la<0r05) les effets transformant du

fomesafen ainsi que I'efficacité de clonage (EC) du fomesafen (11,4 pM

soit 5 pg/rlrL).

L'augmentation des effets transformants du BaP par Ie zinc, pourtait s'expliquer

par l'augmentation de la viabilité de cellules génétiquement altétées pat le BaP.

Nous n'avons pu démontrer que les effets de synergie du zinc sur le BaP, étaient

liés à ses effets anti-apoptotiques. En effet, nous avons montré que le BaP induit

l'apoptose, sans pouvoir mettre en évidence de blocage de ses effets apoptotiques par le

zinc1.

Par confte, la synergie ztncf fomesafen, sut la ttansformation cellulaire, pourrait

s'expiiquer par I'hypothèse d'une inhibition de I'apoptose. En effet, le fomesafen, cotrune

le zinc, inhibe l'apoptose dans les cellules SHE1. Ces effets se traduisent par

I'augmentation de I'efficacité de clonage dans les cellules SHE. Ces tésultats

sous-entendent que I'apoptose se produitait lots de l'ensemencement des cellules SHE en

densité clonale. L'inhibition de l'apoptose augmentetait la viabilité des cellules, expliquant

l'augmentation de l'efficacité de clonage. L'augmentation de la transformation cellulafue

s'expliqueraltpair l'augmentation de la viabilité de cellules anormales.

La seconde partie de cette étude consistait à étudier les effets du BaP et du zinc sut

I'expression du gène c-nJc - un gène impliqué dans la prolifétation cellulaire et dont

I'expression est augmentée dans certaines lignées transformées flWaters et al., 1.991; Dean

et a/., 1,986) - ainsi que sur l'expression du gène pro-apoptotique âax. Nous avons monfté

que :

r à la suite du traitement par le zinc etf ou le BaP, avec des concentrations de zinc

et de BaP qui induisent la transformation cellulùe, ni I'expression de c-mycrrri

celle de bax, ne sont modifiées.

1L'apoptose a été quantifiêe gràce à l'analyse de la fragmentation de I'ADN par le BaP à l'aide d'un kit

ELISA. Ce kit permet de distinguer les fragments d'ADN correspondant à de l'apoptose (présents dans le

lysat cellulaire) des fragments dâDN correspondant à de la nécrose (présents dans le sumageant). Les

fragments d'ADN ont uniquement été détectés dans le lysat cellulùe, ce qui exclut un phénomène

nécrotique. La technique du DNA ladder a également été utilisée; elle permet Ia visualisation des

fragments apoptotiques de lâDN après migration sur un gel d'agarose.
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I Une co-exposition de ces deux substances (zinclBaP) ne modifie pas l'expression

de bax (les effets srfi c-nJcrestent à étudier).

Conclusion

Cette étude a démonté les effets ttansfotmants du ziac dans les cellules SIIE.

Le zinc et Ie fomesafen sont deux substances anti-apoptotiques, et ut ttaitemef,t avec ces

substances augmente Ia tansfotmation cellulaire et I'efficacité de clonage.

Ces obsewations démofltent que I'inhibition de I'apoptose augmente Ia uiabilité des

cellules altérées et contdbue à Ia tansfotntation cellulaire.

Cette étude confrrme les prcpdétés tansfotntantes du BaP, et démof,trc qu'un

co-taitement avec Ie zinc augrnente signifrcativement les effets tansfotmants du BaP.

IIne augmentation de I'apoptose a été mise en éuidence suite au taitement avec Ie BaP,

ce qui peut être relié au faible taux d'ertfrcacité de clonage obsewé Iorc des essais de

tansfonnation cellulairc. IVous n'excluons pas Ie fait que Ie faible taux d'efficacité de

clonage peut efl partie ête du à Ia toxicité du BaP. L'augmentation des effets

tansfotmants du BaP par Ie zinc, fl'e$ pas liée à une inhibition des effets apoptotiques

du BaPpatIe zinc.

Les tésultats obtenus sut c-myc, montent que ce gène ntest Pas impliqué dans les

phases précoces de Ia tansformation cellulairc induite par Ie zinc ou par Ie BaP.

Dans nos conditions expédmentales, nous n'avorts pas mis en éuidence de

modifrcations de I'exptession de bax par Ie zinc et Ie BaP.

Ces ttavaux ont été publiés dans Toxicology Letterc :

Alexandre S., Rast C., Maire M.4., Orfila L. & Vasseur P., ZnClz induces Syrian hamstet

embryo (SHE) cell transformation Q003) Toxinlogy Letters,142,77-87.

Nous avons contdbué à cet anicle pat I'étude de I'expression du gène bax et par

fénde de I'apoptose pat Ia technique du DNA ladder. Nous avons également panicipé à

la réalisation des essais de transformation cellulaite,
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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 pM 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 efhciency (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 inmyc and ôax expressions was observed in zinc-

treated SHE cells.

O 2003 Elsevier Science Ireland Ltd. All rights reserved.

Keyvords Apoptosis; Morphological transformation; Zinc

Toxicology
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l. Introduction

Apoptosis, a cell suicide pathway, is implicated

in various physiological events such as cell devel-

opment, differentiation and the elimination of

damaged cells (Wyll ie ct al., 1980). The defective

regulation of apoptosis may contribute to the

* Corresponding author Tel: +33-387-37-8501; fax: +33-
187-37-85 l2

E-mail address vasseur@sciences.univ-metz fr (P. Vasseur).

0318-4274t0315 - see front matter O 2003 Elsevier Science Ireland Ltd- All rights reserved

doi: I 0. l0l 6/5037 8-42'7 4(02)00488-5

etiology of cancer, and the impairment of normal

cell death processes has been implicated in neo-
plastic transformation as several studies have

shown (Wyllie, 1992; Schulte-Hcrmann et al.,
1995; Christov et al., 1996; Wyll ie,1991). Tumor-

igenicity is often associated with the disruption of

the genes activating apoptosis, or with the activa-

tion of antiapoptotic agents (Staunton and Gaff-
ney, 1998). Zinc has also been shown to interfere

with the apoptotic process. While zinc deficiency

induces apoptosis in vivo and in vitro under
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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 ZnCl2 (Alexandre et al., 2000). In
these cells, the addition of Zn2+ prevented the
dramatic downregulation of c-myc protooncogene
expression which follows serum deprivation (Alex-
andre et a1.,2002). As zinc plays an important role
in growth regulatory processes because it may
suppress apoptosis and promote mitosis, the
involvement of zinc in neoplastic transformation
can be suspected.

In this work, we investigated the effect of ZnCl2
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 a1.,
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 a1., 1997). Unlike
other cell models used to search for carcinogenic
potencies, i.e. the Balb/c 3T3 or C3H/10T172 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
(Picnta et al. l97l: Barrett and Ts'o, 1978: Barrett
et al., 1979). The end-point used in the assay is the

morphological transformation (MT) of colorues
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
tunors 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
pM 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.A.S. number 50-32-8) was purchased
from Sigma-Aldrich, ZnCl2 (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 ZnCl2 in water. The
chemicals were diluted with culture medium just
before use. DMSO was applied at a hnal concen-
tration of 0.2oÂ, which had no effect on cell
response.

2.2. SHE cell culture

Primary cells of SHEs at l3 days gestation were
prepared as described by Pienta et al. (1977) and
modifred 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; Gibco) supplemented with l5% fetal calf
serum (FCS; Hyclone), 2.2 g/l NaHCO3, ârrd
antibiotics (Gibco) at 37 'C in a l0o CO2
humidified atmosphere; no phenol red was added
in DMEM. Stock cells were preserved in liquid
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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 a1., 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 60 000 X-irradiated cells in
complete medium (DMEM used for cell culture,
pH 7, supplemented with l5o/o fetal calf serum).
One hundred pM ZnCl2 was introduced to the test
medium at this time in zinc treated cells.

Twenty four hours after seeding, BaP (l pg/ml)

or fomesafen (1, 2.5 or 5 pglml) was applied, either
alone or in association with ZnCl2, 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. Colonres
were scored under a stereomicroscope for cloning
efficiency (CE) and MT. MT colonies were deftned
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 xz-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) t rend 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 Bromodeoxlrrridi-
ne(BrdU)-labeled DNA fragments. To summarize,
after exposure to BrdU for 72 h, cells were
reseeded into a 96-well microplate (l0a 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 hxed 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 t-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 I pg of total
RNA using oligo d(T)16 as a primer and MuLV
Reverse Transcriptase (50U) (Perkin-Elmer).
cDNA samples were subjected to PCR amplihca-
tion using the Perkin-Elmer kit wiTh c-myc and
ôax primers specihc to the SHE cell sequences,
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GAPDH primers as an internal control for c-myc
expression aîd actin primers as an internal control
for bax expression. 500 pM H2O2 was used as a
positive control for the induction of bax expres-
sion. The annealing temperature was 55 oC and
the sense and antisense primers used were: (l) c-
myc: GATCAGCTGSAGATGRTGACC and
TTGCGGTTGTTGCTGATCTG (product: 731
bp), (2) bax: TCCACCAAGAAGCTGAGC-
GAG And CCATCTTCTTCCAGATGGTGA
(product: 4ll bp), (3) actin: GGAYGAYATGG-
AGAARATCTGG and CCTGYTTGCTGAYC-
CACATCTG (product: 845 bp), (4) GAPDH:
TCCATGACAA-CTTTGGCATCGTGG and
GTTGCTGTTGAAGTCACAGGAGAC (pTo-
ûtct: 377 bp). RT-PCR analyses were performed
several times on different batches of SHE cells.

2.6. Detection of 'DNA lsdder' 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 I.5oÂ agarose gel containing 0.1
pglml ethidium bromide. Labeled-DNA was vi-
sualized by UV illumination.

3. Results

In preliminary studies, the effects of different
concentrations of ZnCl2 on the CE of SHE cells
were evaluated in order to ascertain a non-toxic
dose of Znz+ which could be applied to SHE cells
during the 8 day period of the cell transformation
assay. While 300 pM, I and 10 mM ZnCl2 were
highly toxic and did not allow colony formation,
100 pM ZnCl2was 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. l). 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 ZnCl2 to the test medium significantly in-
creased the transformation frequency of SHE
colonies to 2.2oÂ, in comparison with 0.5% in the
controls (1çz-test P < 0.01). This concentration
raised significantly (P < 0.05) CE to 40oÂ, com-
pared with 34% in controls (Table l).

Fomesafen induced a dose-dependent MT of
SHE cells which was demonstrated using the
Armitage trend test (P < l0-5). The transforma-
tion frequency increased from 0.6% in the controls
to 1.7, 2.4 and 3.6Yo after exposure to 1,2.5 and 5
pg/ml fomesafen, respectively. A co-exposure of

Fig. l. DNA ladder pattern of fragmentation in SHE cells
starved of serum for 8 h without or with addition of 100 trM
ZnCl2 or 5 pglml fomesafen (FOM). DNA was prepared using
a 'Suicide-Track DNA ladder isolation' kit (Oncogene).
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Table I
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 (pM) CE ("/,)" Total number of colonies Total number of transformed colonies % transformation freouencv

8 l

0
100

2s6817s00 (34%)
3033t7s00 (40%)

2568
3033

l 4
66

u- )
1 ' '

Results were obtained from five independent experiments.
a Total number of colonies in the five experiments/pooled number of seeded cells (7500: 5 x l0 x 150, i e Nb experiments x Nb

dishes per concentration x Nb target SHE cells seeded)

fomesafen-treated cells to ZnCl2 amplified the

transformation effects which reached 2.3,3.6 and

5.2oÂ after treatment with l, 2.5 and 5 pglml

fomesafen, respectively, denoting additive effects

between the two chemicals (Fig. 2). With regard to
CE, no toxicity was found with fomesafen; a
signiflrcant induction of CE was even noted with
5 pglml fomesafen. The dose-effect relationship of

A.

B.

0 pg/ml 1 pg/ml 2.5 pg/ml 5 pg/ml
Fomesafen Concentrations

Fig 2 Effect of fomesafen on CE (A) and, in parallel, on MT of SHE cells (B), with and without ZnCl2 (100 pM). * Transformation
rare significantly different from the respective control without fomesafen (P < 0.05). # Transformation rate significantly different from
the respective control without ZnCl2(P <0.05).
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CE was shown using the Armitage trend test (P <

10-t). A co-exposure to ZnCl2 increased even

more significantly the colony number registered

with each concentration of fomesafen tested.
In cells exposed to BaP (l pg/ml), an induction

of neoplastic transformation to l.7o% was regis-

tered in comparison with 0.6% in non-treated cells.

A coexposure of SHE cells to ZnCl2 and BaP,

increased transformation frequency to 3.7oÂ. 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-

exposed cells was not modified by Znz+ applica-
tion.

BaP and fomesafen were tested alone and in
association with ZnCl2 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 I pgl
ml BaP, which intensified with l0 pglml 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 frasmenta-

45
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Without ZnCl,

With ZnCl2 (100pM)

B.

0 pg/ml 1 pg/ml
3aP Concentrations

Fig. 3. Effect of BaP (l pg/ml) on CE (A) and, in parallel, on MT of SHE cells (B), with and without ZnCl2 (100 pM).
Ë Transformation rate significantly different from the respective control (CON) without BaP (P < 0.05). # Transformation rate
significantly different from the respective control without ZnClz (P < 0-05).
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trDNA fragmentation

f DNA fragmentation in presence of Zinc (l00pM)
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tion in a significant manner at 5 and l0 pglml. The
results confirmed the antiapoptotic effects of
fomesafen obtained with the DNA ladder assay,
which demonstrated that 5 pglml fomesafen pre-
vented apoptosis in serum free medium (Fig. l).

Hundred micromolar ZnCl2 applied with either
BaP or fomesafen did not modify the results
obtained with these chemicals used alone. On the
other hand, 100 pM ZnCl2reduced 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 oî 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 I pg/
ml) with or without 100 pM ZnCl2 was not
modified, while it increased with the positive
control (500 pM HzOz) (Fig. 6). No change in c-

BaP CON FOM FOM SF
lopgrml SpghL ropg/ml

Fig 4 DNA fragmentation measured by the Cellular DNA Fragmentation ELISA kit in SHE cells exposed to BaP (l or l0 pg/ml),
fomesafen (5 or l0 pglml) 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 ZnCl2 Q00 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); t results significantly different from control 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).

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
irnplication of ZnCl2 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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ZnC lz l r l l 00pM

A.
<- myc

1- gapdh

B.

myc

gapdh

Fig 5 RT-PCR analyses of c-myc (A) in lwo different batches of SHE cells exposed during 5 h to a complete medium supplemented
or not with ZnCl2 Q00 pM). Measures of c-myc expression in SHE cells treated with BaP (B) at the concentration of 0.1 pglml (2) or I
pglml (3) during 5 or 24 h vs. control cells (l). gapdh presented an internal control for c-ry1rc expresslon.

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
(Sundcrman,  1995).

Fomesafen was found to exhibit transforming
effects on SHE cells from I to 5 pglml 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  a l . ,  l990a.b;  Crr .Lc iani  c t  a l . ,  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
pglml in the transformation assay.

HzOz CON

bax

Fig' 6 RT-PCR analyses oî bax in SHE cells exposed during 5 h to a complete medium supplemented or not with ZnCl2(00 pM) and
BaP (0.1 or I pglml) (A). Measures of bax expression in SHE cells treated with H2O2 at the concentration of 500 uM durine 5 h versus
control cells (CON) actrn presented an internal control for àax expression.

B.

acttn
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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 diethyl 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 conhrmed the transforming potencies
of BaP on SHE cells. These positive results for cell
transformation were expected since I 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 ZnCl2
could not result from an inhibition of apoptotic
effects of BaP, but rather from additive effects of
zinc and BaP.

In the present sttdy, 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

l ines (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 signihcant
modiltcation 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 ZnCl2 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. Errnts DU zINc suR L'EXPRESSIoN DE bcl-2, baxET c-myc

DANS LES CELLULES EMBRYONNAIRES DE HAMSTER SYRIEN

Note obiectif était de complétet I'étude précédente, en étudiant les mécanismes

de I'inhibition de I'apoptose pat Ie zinc dans les cellules SIIE, aux concentations

induisant Ia transfofination motphologique de ces cellules.

Dans la présente étude, nous avons étudié les effets transformants du zinc

dans une garnme de concenltations supédeures à 100 pM (100 - 150 pr.M soit 13,6 - 20,4

Wg/nrl). Une augmentation significative et dose-dépendante de la transformation

cellulaire par le zinc, a également été observée aux concentrations 125 et 150 pM,

concentrations qui se sont révélées non-cytotoxiques dans nos conditions

expérimentales.

Ces résultats justifient le choix des concentrations 100 pM et 150 pM pout l'étude

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

Nous avons étudié les effets du zinc sur :

I l'expression du proto-oncogène c-myc, impliqué à la fois dans l'apoptose et dans la

ptolifétation cellulaire.

I sur i'expression de deux gènes régulateurs de la voie apoptotique mitochonddale, le

gène anti-apoptotique bcl-2 et le gène pro-apoptoaqte bax.

Les celiules SHE ont été ttaitées avec 100 pM et 150 pM de zinc.

L'analyse en RT-PCR a montré :

I une augmentation significative (F<0.05) et dose-dépendante de I'expression

de bcl-2.

I une diminution significative (.F<0.05) de I'expression de baxà 150 pM.

t aucun effet significatil (.P<0.05) sur I'expression de c'myc,

L'analyse par la technique du l7estern blotting a confi.rmé ltaugmentation de la

protéine Bcl-2 et la diminution de la protéine Bax, respectivement codées par les

gènes bcl-2 et bax.
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L'étude des effets du zinc dans les cellules traitées avec la camptothécine, un

inhibiteur des topoisomérases, z été entïeprise, afin de vérifier l'étendue des effets

anti-apoptotiques du zinc, et l'implication de bcl-2 et bax dans leuts mécanismes.

Dans les celiules SHE, la camptothécine induit l'apoptose uia la stabthsation de la

protéine P53 (Alexandte et al.' 2000a).

Dans la présente étude, nous avons confirmé que la camptothéctne (1,2 pM soit

0,4 ptg/rnl) induit l'apoptose des cellules SHE2, et nous avons mis en évidence par la

technique RT-PCR:

r I'augmentation de I'expression du gène pfo-apoPtottque bax.

r la diminution de I'expression du gène 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 l'inhibition de la fragmentation de

I,ADN et par la technique cytohistochirnique à l'acridine orange) et nous avons montré

que :

I le zinc diminue I'expression de

camptothécine (1'2 PM).

) le zinc augmente I'expression de

avec la camPtothécine (1'2 PM).

bax indurte par le traitement avec la

bcl-2, réprimée dans les cellules traitées

Tous les produits PCR, obtenus lors de ces expérimentations, ont été séquencés.

Les résultats du séquençage ont montïé que les produits PCR obtenus encodaient les

protéines attendues, c'est-à-dire BcI-2, Bax et c-Myc'

2 Les changements molphologiques caractéristiques de I'apoptose (condensation de la chromatine et

fragme.rtatiin de l'ÀDN) onl été obsen és .tt -i.tot.opie à fluorescence après marquage de la

chr"omatine avec des fluorochromes (acridine orange et BET), ainsi que par la technique du DNA ladder

qui permet la visualisation des fragments apoptotiques de |ADN après migration sut un gel d'agarose.
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Conclusion

Les résultats obtenus oflt mof,tté que Ie zinc, appliqué seul ou ef, co-exposition

avec Ia camptothécine, induisait des modifrcations de lbxptession de gèaes Égulatews

de Ia voie apoptotique mitochondriale, à savoit, uae modifrcation du ntio bcl-2/bax, uia

I'augmentation de de bcl-2 et Ia diminution de I'expression de bax.

Nous avons également monté que les effets du zinc sut bcl-2 se ptoduisent à des

concenttations plus faibles (00 pM) que celles utilisées pout mette en éuidence les effets

sut bax (150 pM). [,Ine action du zinc plus marquée et plus précoce sut bcl-2 que sut bax

teste à confrnnen

Les concentations auxquelles nous avons mis en éuidence ces effets,

correspondent aux concenttations induisant Ia transfomtation motphologique in uito des

cellules SIIE.
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Abstract

Ztnc is involved in many physiological ptocesses and plays a critical tole in

functional and structutal cell. Zrnc has been shown to induce morphological

transformation of Syrian hamstet embryo (SHE) cells in ^ r^ruge of concentrations

ftom 100 pM 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 p.M and 150 prM zinc on the expression of t'wo

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 ploto-oncogeîe c-mJc w^s

observed. An up-regulation of bcl-2 expr.ession was found while bax exptession was

reduced. These changes have been coroborated by immunoblotting. Effects of. zinc

on bct-2/ bax ratio wete confi.rmed 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 ptoteins. This study demonstrated

that zinc acts in the eady phases of the apoptotic process through a modification of the

bct-2/baxratio in notmal and apoptotic SHE cells.

l. Introduction

Apoptosis is an active type of progtammed cell death opetating in physiological

and pathological conditions such as embryogenesis, metamorphosis, cell gowth

regulation and tumor tegtession CI7ylli., 1992 ; Kert et al., 7993). Mechanisms of

apoptosis have been subiected to extensive reseatch since its defective regulation have

been shown to contribute to the etiology of cancer and neoplastic ftansformation

Cpylli., 1992 ;Kerr et a/., 1,993; Alexandre et a/., 2003). Apoptosis is chatacterized by
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distinctive morphological cellulat changes such as cell shrinkage, chromatin

condensation and DNA ftagmentation fWyllie, 1980). These changes are governed by

caspase (Cysteinyl aspartate-specific ptoteinase) activation (Ihornberry & Lazebnik,

199S). One biological pathway leading to the activation of caspases is the

mitochondrial pathway (Green & Reed, 1998 ; Castedo et a1.,2002), which tesults in the

permeabilization of the mitochondrial membtane and the subsequent release of

cytochrome r involved with Apaf-l and pro-caspase 9 in the formation of the

apoptosome, a multi-protein complex (Cain et a1.,2002). In the mitochondrialpathway,

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-xI...) cell death ptopeties and tegulation

of apoptosis involves a dynamic balance between these two categories of ptoteins

(Adams & Cory, 1998 ; Chao & Korsmeyer, 1998 ; Jurgensmeier et al., 7998 ; Botner,

2003). These proteins interact to form homodimets and heterodimers which tegulate

apoptosis (Chao & Korsmeyer, 1998). The proto-oncogene c-mJc, is a ttanscription

factor, which has been largely reported to act in the conttol of normal cell

proliferation. During the last ten years, many studies have reported the dual role of

c-mJc, that is, it can ddve both cell ptoliferation and apoptotic cell death @van et a/.,

7992; Prendergast,7999).In the apoptotic pathway, the role of c-n1c could be closely

linked to the Bcl-2 family proteins suggesting it could act in conjunction with Bax to

promote apoptosis and the subsequent release of cytochtome r (Soucie et a/., 2007).

It was shown that CHO cells overexptessing c-mJc v/ere protected ftom apoptosis by

bc/-2 tansfection (Bissonnette et a1.,7992).

Zinc is a well-known apoptotic inhibitot (for review Seve e/ a/., 2002; Truong-

tïan et al., 2001). Numerous srudies have shown that zinc supplementation increased

resistance to chemical apoptotic inducets or apoptosis induced by physical and

immunologic stimuli (Alexandte et al., 2003 ; Fukamachi et al., 1998 ; Tamura et al.,

2002). On the othet hand, zinc chelation or zinc depletion spontaneously induced

apoptosis both in uiuo Çankowski-Henning et a/., 2000) and in uitm in many diffetent

cells (Sundetrnan, 1,995).

Zinc can affect apoptotic processes at vatious levels. lfith regard to moleculat

hallmarks of apoptosis suppressed by zinc, it was first demonstrated that zinc can

prevent DNA fragmentation by inhibiting the calcium/magnesium-dependent

85



Résultats

endonucleases (Cohen & Duke, 1984), but recently, nurnerous in uitm studies

demonstrated that endonucleases are a secondary t^rget and that zinc can act upstream

to the caspases cascade P.tty et a1.,7997). Indeed, it has been shown that zinc inhibits

the apoptotic process by maintaining caspase-3 inactive (famura et a1.,2002; Chimienti

et al., 2001). Studies in malignant cell lines have shown that zinc depletion activates

caspase-3. This activaion aflects the cell cycle by degradingP2l' which is one of the

major regulatory proteins of the cell cycle and a substrate fot caspase-3 (Chu et a/.,

2000). In the case of zinc chelation by N',N',N'-tettakis(2-pyridylrnethyl)

ethylenediamine CIPEN), caspase-3 activation may also be coupled with the regulation

of cellular redox potential involving reduced glutathione Q'{akatani et al., 2000).

Fukamachi et a/., rcported that zinc supplementation can suppress apoptosis induced

in uitm by hydrogen peroxideina monocyte cell line U937 through a decrease n bax

expression (1998). Alexandre et a/., demonsttated that 100 prM ZnCIz suppressed

apoptosis in serum-deprived Syrian hamstet embryo (SHE) cells and decreased c-nJc

exptession subsequent to a deficiency in gtowth factors (2000 ;2003).

SHE cells are nonnal diploid cells and are used in eady passages to study

mechanisms of neoplastic transformation in uitw (Berwald & Sachs, 7963 ;Pienta et a/',

7971 ; DiPaolo & Casto, 1,979 ;Ehas et a1.,7989; LeBoeuf et a1.,7989 ;Bessi et al. ,

1gg4). The morphological transformation assay is an established in uitrv shott-term

assay which mirnics the eady steps of chemical carcinogenesis in uiuo @erwald & Sachs,

L963). This assay allows the detection of both genotoxic and non-genotoxic

carcinogenic chemicals and a good cortelation was obtained bet'ween the ability of

chemicals to induce tumours in uiuo and SHE cell ttansformation in uitro. Moreovet,

SHE cells from rransformed colonies induce tumours when transplanted back into

hamsters (Berwald & Sachs, 1963 ; Bartett et al., '1979 
; Combes et al', 1999).

Zinc ani-apoptotic properties may explain why zinc, at 100 pM concentration, induced

cell transformation and potentiated the cell transforming effect of some chemical

carcinogens (Alexandte et a/., 2003).

In this study, zinc induces the morphological transformation of SHE cells at

100, 1,25 and 150 FÀ4 concentrations. Hypothesizing a relation belween cell

transformation and the anti-apoptotic ptoperties of. zinc chloride, we chose these
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concentrations to study mechanisms of zinc in apoptosis. Fitst, we investigated bcl-2,

bax, c-m1c expression in zinc-treated Syrian hamstet embryo cells. We have shown an

up-regulation of bc/-2 exprcssion at 100 pM and 150 pM of zinc, and a dectease of bax

expression at 150 gll of zinc. The modification of the Bcl-2 and Bax protein levelwas

confi.rmed by western immunoblotting. These results suggest that zinc could target the

early phases of apoptosis through a modification of the bcl-2/ bax tatio. Thete u/ere no

changes in c-n1c expression under the same conditions. cDNAs obtained ftom

RT-PCR experiments have been subjected to cloning and sequencing to check that

RT-PCR products encoded the expected ptoteins, Bcl-2, Bax and c-Myc. We also

demonstrated that a co-treatrnent with zinc inhibited the apoptotic effect of

camptothecin, a topoisomerase inhibitor known to activate the chemical pathways of

apoptosis in SHE celis @elBino et a/.,1991.; Latsen & Skladanowski, 1998 ; Alexandre

et a/.,2000).

2. Materials and methods

2.1. SHE cell culture

SHE cells were isolated from Sydan golden hamstet embryo ar day 73 of

gestation using the procedure described by Pienta et al., (1.977) and in accotdance with

the modifications suggested by Elias et al., (1,989). Stock cells were preserved in liquid

nitrogen. After thawing, passage-2 primary cells were pte-cultured until

80% confluency. Normal cultute conditions fot these cells are Dubbelco's modified

Eagle's medium Q)MEttd) (Gibco) supplemented with 12oh fetal calf serum (SVF)

(Hyclone) for preculture and 5o/o fetal calf serum (S\ID for treatrnent,2 g/L NaHCO:

and 1% antibiotics (penicilin-streptomycin) ^t 37"C in a 100/o COz humidified

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

2.2. Transformation assay

The transforming potency of ztnc chloride (C.A.S. no 7646-85-7) (À,Ierck) was

studied in a range of concenttations ftom 100 pM to 150 pM in three independent

series of assays according to the ptocedute pteviously described Çu et al., 7986; Elias
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eî al., 1,989 ; Bessi et a/., 7994). To summarrze,150 tatget cells were seeded in 60 mm

Peui dishes (Corning) with a feeder layet of 60000 X-iradiated cells in complete

medium (I)MEM used for cell culture , pH 7 , supplemented with 1,5o/o fetal calf serum).

The cells v/ere treated24 hr aftet seeding tnthZnCIz (100, 125 or 150 pI\4). The cells

were exposed to zinc for 7 days with a tenewal of the medium after. 3 days of

treatment. Ten dishes u/ere used per treatment group in each series of experiment.

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

u/ith 1.0o/o aqteous Giemsa. Colonies were scoted under a stereomicroscope fot

cloning efficiency (CE) and morphological transformation (X4T). The cloning

efficiency was calculated as the total numbet of colonies per dish in all experiments on

the total number of target cells seeded x 100. The morphological transfotmation

frequency was calculated as the number of ttansformed 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 btind. Khi-2 test v/as used fot statistical analysis.

2.3. DNA fragrnentation analysis

2.3.1. Treatment

Cells used for DNA ftagmentation analysis weïe sampled fuom a monolayer

during the growing phase, 48 hr aftet seeding. Cells were trypsinzed and teated dwing

teseeding with camptothecin at concentration 0.4 Wg/d- with or without zinc chloride

at concentration 150 pM fot 8 fu. Znc chloride (C.A.S. n" 7646-85-7) (Adetck) was

dissolved in watet, then the solution was filtered using a 0.2 pM membrane.

Camptothecin (C.A.S. No. 7689-03-4) was purchased ftom Sigma-Alddch and

dissolved in DMSO. DMSO was used at a Ftnal concenttation of 0.0160/o.

2.3.2. Fluorescencemicroscopy

After treatrnent, the cells and the cultue media were harvested and centdfuged

at 1000g for 10 min. Cell pellets were 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 (95 nm). Living cells, which are perrneable only to acddine

orange, show a green nucleic staining ; dead cells permeable also to ethidium btomide

have their nuclei colored in red. The cells with a condensed ot ftagmented chromatin

pattern characteristic of apoptosis were counted as apoptotic, wheteas those with a

homogeneous chromatin pattern were counted as normal. Apoptotic cells wete

expressed as a percentage of total cells scoted.

Each experiment was repeated in at least three independent series of assays.

For each experiment, 3 slides per tested concenttation were used and 100 cells per slide

were scored. Statistical diffetences between control and treated cells were evaluated

with Student's /-test. Differences were considered to be significant if P<0.05.

2.3.3. DNA ladder

The purification of fiagmented DNA was carried out using the Suicide-Ttack

DNA Laddet Isolation kit according to the manufactuter's instructions. To summarize,

fragmented DNA u/as exttacted ftom cells using a lysis buffet. Aftet RNA degtadation

and DNA isolation, 2-propanol was applied to ptecipitate DNA ftagments.

Pellets were washed with ethanol, resuspended, then loaded onto a 1,.5o/o agatose gel

containing 0.1 Vg/mL ethidium bromide. Labeled DNA was visualized by UV

illumination.

The visualization of the DNA laddet pattern was confi.rmed by two

independent experiments.

2.4. RT-PCR analvsis

2.4.1. Treatment

Cells were trypsinized and ueated during reseeding with zinc chloride at

concenttations of 100 pM and 150 pM fot 5 ht. The time exposue (5 ht) was chosen

according to the results of Alexandre et al., who showed that apoptosis occurred

rapidly in SHE cells aftet gowth lactor deprivation and zinc chloride inhibited

apoptosis within 5 hr of treatrnent (2000 ;2002).

In case of a co-treatment with zinc chloride and camptothecin, cells were

reated during reseeding with camptothecin Q.a pg/mI-) with or without zinc chloride

(150 plvD for 5 hr.
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2.4.2. Expressionof bcl-2, baxandc-myc RNA

Cells used for RT-PCR analyses were sampled from a monolayet dudng the

gtowing phase, 48 hr after seeding. Total RNA was extracted from cells with Exûact-

All solution according to the manufactutet'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 
'l.o/o 

agarose gel. The cDNA was

synthesized from 1 pg of total RNA using oligo d(I) as a pdmer and MuLV Revetse

Transcriptase (50I) in a volume of 20 prJ- 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 Taq-polymetase (P.E. Applied

biosystem) .vnth bc/-2 (7), bax (2) and c-mJc (3) primerc specific to the SHE cell

sequences, actin (4) primer and gapdh (5) primer as internal conffols @utogentec) :

(1) bcl-2 : 5'-TAT-AAG-CTG-TCA-CAG-AGG-GGC-3' and 5'-TGG-ATC-CAG-

GTG-TGC-AGA-TGC-3' (product size 500 bp), Q) bax: 5'-TCC-ACC-AAG-AAG-

CTG-AGC-GAG-3' and 5'-CCA-TCT-TCT-TCC-AGA-TGG-TGA-3' (ptoduct size

411 bp), (3) c-ryc : 5'-GAT-CAG-CTG-SAG-ATG-RTG-ACC-3' and 5'-T:[G-CGG-

TTG-TTG-CTG-ATC-TG-3' (ptoduct 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-GT:[-GAA-GTC-ACA-GGA-GAC-3' (ptoduct size 377 bp).

The choice of oligonucleotides was caried out accotding to the sequences available in

GenBank.

After an initiated denaturation û 94oC for 5 min, 40 temperatute cycles were

performed for bax and c-m1c, and 35 temperature cycles were petformed lor bcl-2, at

either 55"C (bax primers) ot 60oC (bcl-2 andc-mJC pdmers) fot 30 s,72"C for 30 s and

94"C for 30 s. After the last cycle, a frnal extending step at 
'72"C 

for 5 min was added.

The products were electrophotesed on 1,.5o/o agarose gel and viewed by

ethidium bromide staining. Signals wete analyzed by densitometry and data were

expressed as the ratios of the ûanscripts corresponding to the studied gene to the

control gene (actine or gapdh).

Several independent experiments using different batches of SHE cells wete

carried out to study gene exptession.
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2.4.3. Statisticalanalysis

The mean values (+/- S.E.M; standatd error mean) of the ratios of the RT-PCR

products coresponding to the gene studied on the control gene obtained in

independent experiments were analyzed. Statistical differences bet'uzeen control and

tïeated cells were evaluated with Student's /-test. Diffetences were considered to be

significant if P<0.05.

2.5. cDNA cloning and analysis

cDNA fragments obtained from PCR experimentations with Taq-polymerase

were subjected to cloning and sequencing. These cDNA ftagments were cloned into

pGEM-T Easy vector (Promega) according to the manufacturer's insttuctions and

using E.coli cells ar bactenal strain. The vectot had T7 and SP6 RNA polymetase

promoters and contained the alpha-peptide coding region of the eruzym,e

beta-galactosidase for X-Gal blue/white selection. Aftet selection 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)

(Genome Express, France). The homologies between our

sequences were determined by using the Fasta program

(Infobiogen). Sequences which showed high similarities

Clustalw methods.

The three nucleotide sequences studied have been

numbets indicated in the results.

and SP6 (teverse) primers

sequences and the database

(Pearson & Lipman, 1988)

were then analyzed using

assigned EMBL accession

2.6. Westem blotting

Cells were treated during reseeding with zinc chloride at concentrations of

100 prM and 150 pM for 5 hr, 8 hr and 72hr.

After treatment, cells were harvested and centrifuged at 10009 for 10 min.

The pellet was rinsed in PBS, then centtifuged at 1000g fot 10 min. The pellet was

subjected to protein quantification and v/as resuspended in a lysis buffet (50 mM Tris,

pH 8 ; 1 mM EDTA ; 0.2 mM PMSF ; 200 mM NaCl ;0.7o/o SDS ; 7o/oTnton X-100 ;

0.5 ytg/ril,leupeptin ;7 pg/ml pepstatin). After 30 min incubation in ice, insoluble
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matedals v/ere eliminated by means of 30 min-centrifugation ^t 10000g.

Proteins concenttations were measuted using the Biorad DC ptotein assay.

After quantification, each sample, containing 15 pg for Bax analysis and 30 pr,,g for Bcl-2

analysis, was mixed with the SDS-sample buffer (0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 ; glycerol

20o/o; SDS 2%; btomophenol blue 0.003%; B-metcaptoethanol 5o/o) and boiled for

4 min and subjected to SDS-PAGE with 4-20o/o gradient polyacrylamide gel S.eady

Precast Gels, Biorad). The ptoteins u/ere electrophoretically transferred onto ^

polyvinytidene difluodde membrane @VDF transfet membrane, 0.2 pM, Biorad).

Protein-binding sites were saturated with 5% powdered non-fat milk in TBS

with t'ween 20 (0.1,W GBST-ÀQ fot t ht 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 BcI-2 (1:500) (BD,

Transduction labotatoties, Le Pont de Claix, Ftance) in TBST-M. Then the membrane

was washed six times in TBST-M and incubated for t hr with the hotseradish

peroxidase goa;t antibodies against mouse IgG (1:15000) (Biotad) 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 autoradiogtaphic film (I(odak).
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3. Results

3.1. Cell transformation

Ztnc chlonde induced morphological tansfotmation (NIT) of SHE cells with a

dose response relationship. MT increased ftom 0.2% n non-treated cells to 0.870,

2.0o/o and 3.3o/o rcspectively for the 100 FrM, 125 pNI and 150 FrlI concentrations

(fig*. 1). No reduced cloning efficiency was observed at the tested concenttations of

zinc (figure 1).

Fioure 1 : Effect of ZnCL2 (100 pM, 125 pM and 150 pM) on cloning efficiency and cell
transformation.
* Transformation rate significantly different from the respective control (P<0.05)
*x 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 acddine otange and ethidium

bromide, which were exposed to camptothecin (0.4 Wg/mf1, showed typical featutes of

apoptosis, such as chromatin condensation and nuclear fragmentation (figue 2).

These moryhological chanctedstics were inhibited by 150 pM zinc.

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

vdth ZnClz (150 piltf (figure 2).
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cPT 0.4 CPT0.4 + Zn 15O Zn 15O

Fioure 2 : Percentage of acridine orange-labeled cells containing condensed or fragmented
nuclei obserued under a fluorescence microscope in cells treated with
camptothecin with or without ZnCl2 versus the corresponding control (DMSO) for
B hr. Values represent means +/- S.E,M. of separate experiments (n = 3 at each
point). x P< 0.05 vs. camptothecin.

The typical DNA fragmentation ladder pattern induced by camptothecin

Q.a V.g/nJ,) was inhibited by zinc (150 pM) confirming its anti-apoptotic properties

(figute 3). The low Mtw staining in the ttacks containing zinc cottesponded to DNA

degradation due to a low cytoxicity of zinc treatrnent (1.5o/o, data not shown), and not

to apoptotic DNA fragmentation.

CFT ôPT 0.4 pg/mt" 2n
û.4 pglmL + I5û pm ln lS0 lrfd

Agarose gel electrophoresis of fragmented DNA in SHE cells exposed to 0.4 pg/mL
of camptothecin with or without ZnCl2 for B hr versus the corresponding control
(CON for ZnClz and DMSO for camptothecin).
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3.3. Effect of ZnClz treatment on the expression of the Bcl-2 and Bax

proteins and on the expression of bcl-2, bax and, c-myc RNA in

camptothecin-treated and untreated SHE cells.

The expression of bc/-2, baxandc-m1c RNA in SHE, cells, after zinc treatment,

was tevealed by semi-quantitative PCR. A low level of bc/-2 expression was observed in

the control group, while its exptession increased sigruficandy (P<0.05) in SHE, cells

treated with zinc chlodde (100 pM and 150 pl'Q (fig*. 4). A dose-response

telationship \À/as tegistered between zinc chloride concenttations and the increase of

bcl-2 expression. Indeed, cells exhibited a 1.8-fold increase in bc/-2 RNA level aftet

treatment with 100 p,M ZnClz and a 2.8-fold inctease after tteatment with 150 pM,

compared to the control group.

ânc (uM)

0 10û 150

ftactin {845 bp}

bcl-2 {500 bp)

frct-2 RNA /

Fioure 4 : RT-PCR analysis for changes in bcl-2lp-actin ratio.
RT-PCR product on agarose gel showing RNA expression of bcl-2 and B-acfih genes
and densitometric quantifications of changes in bcl-2lB-actin 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 bcl-2toB-actin. x P< 0.05 vs. control.

Conuary to this, a significant (P<0.05) down-regulation of bax (fig.rt. 5) in the

same cells treated with 150 pM zinc was observed. No effect on bax expression was

found in cells ueated with 100 pM zinc.

RNAI O,2g
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Znc {$M}

0 1û0 150

p-actin {845 bp)

hax {411 bp}

bar RHA,1

Fioure 5 : RT-PCR analysis for changes in bartB-actin ratio.
RT-PCR product on agarose gel showing RNA expression of baxand B-adin genes
and densitometric quantifications of changes in baxl B-actin 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 baxto $-actin. x P< 0.05 vs. control.

Immunoblotting conftmed the modification of the bc/-2/bax ratio following

zinc fteatment, i.e. the increase of the Bcl-2 protein at 100 pM and 150 pM of zinc, and

the decrease of the Bax proteinatl50 pM of ztnc (figures 6 and 7). The modification

of the Bcl-2lBax ptotein ratio was only observedatl.2 ht ; no significant modifications

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

o 100 150 Zinc (pM)

q*sffi
Bcl-2 (26 KDa)

Fiqure 6 : Western blot detection of Bcl-2 expression in cells treated with 100 pM and 150 pM
ZnClzfor 12hr.

R$tAt û.3r 0.37 10.08
ù0 .04  l *0 .0e
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0 100 lso Zinc (UM)

*Kffixe,* #*w BaX (21KDa)

Fiqure 7 : Western blot detection of Bax expression in cells treated with 100 pM and 150 pM
TnClzfor 12hr.

No changes in c-mJc RNA exptession was noted in these cells and ^t

concentrations which induced changes in bax and bcl-2 uanscdpts (figute 8).

ânc {uM}

c-myc{734 bp}

gapdh (377 bpl

Fiqure 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. x P< 0.05 vs. control.

Effects of zinc on bcl-2 and bax expression were confumed in camptothecin-

treated cells. The apoptotic inducet camptothecin decreased significantly the level of

bcl-2 expression (figure 9). A co-treatment with ZnClz antagorized the effects of

camptothecin, and the bcl-2 expression retutned to the conttol level (figute 9).

97



Résultats

cp r l  o  l o .+  l o . l

p.actin (745 bp)

bcl-2 (5ûû bp)

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

Conversely, camptothecin increased bax exptession (figure 10) and a

co-treatment \À/ith ZnClz blocked the effects of camptothecin. The effects of ZnClz on

camptothecin-treated cells testoted the basal expression of bax (frgure 10).

p.actin (7aS bp)

bax (411 bp)

Fiqure 10 : RT-PCR analysis for changes in baxlp-actin ratio.
RT-PCR product on agarose gel showing RNA expression of bax-2 and B-actin
genes and densitometric quantifications of changes in ba(9-actin ratio. Cells were
treated for 5 hr with camptothecin (0,a Ug/mL) with or without zinc chloride (150
pM) versus the corresponding control (DMSO). Values represent means +/- S.E.M.
of separate experiments (n = 3) of the ratio of RT-PCR product of bcl-2to $-adin.
* P< 0.05 vs. control.

bcl-2 RNA / p-acfih RtlA

cPr l  o  lo .+  lo .+
z'c', t o l- o-T-lso

âax RNA I B-actin RNA
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3.4. Cloning of cDNA encoding the hamsterBcl-2, Ba:< and c-Myc proteins

cDNA fragments corresponding to the hamster ttanscdpts, obtained ftom

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

sequencing.

The bc/-2 (EivtBL Accession No. 4J582074) nucleotides (500bp) sequence and

rhe corresponding protein sequence (166 amino acids) are ptesented in figure 11.

The amino acid sequence of Syrian hamstet v/as compared with the known sequences

of Chinese hamster (EIvtBL Accession No. 4J271720) and Human Bcl-2 homologues

@MBL Accession No. M14745). Ninety seven per cent similarity was found between

the Syrian hamster and Chinese hamste4 and 82o/o simtlarity bet'ween the Syrian

hamster and HumanBcl-2 protein sequence'

A.

taLaagcÈgCcacagaggggctacgagtgggatgccggagaLgcggacgccgcgccccÈg 50

Y  X  I  g  Q  n  O Y  E  l f  D t O  D  À  D l  I  P  l ,

ggcgccgcccccacccctggcaEcttcLcctÈccagcttgagagcaacccaacgcccgct 120

O  À  À  P  T  E  O  I  I  g '  Q I ,  E  g  I T  P  T  P  À

gtacaccgggacacaacLgccaggacgtcgccactaaggcccatagtcgccaccgcÈggg 180

V  E  R  D  ! I  T À R  T  g  P  l I A  E  I  V À  T T  O

ccEgccctcagccccgEgccaccEgrtggtccacctgaccctccgccgggctggggaÈgac 2{0

P  À  !  8  P  V  P  P  V V  B  !  T  I J  R  R . f ,  O  D  D

ttctcccEtcgctaccg,tcgcgactÈcgcagagaÈgCccagtcagctgcatcÈEacgccc 300

t g R i r R R D t Â t r I g o L E ! T P

tÈcaccgcgaggggacgcEEÈgcÈacggtggÈggaggaactcÈtcagggacggggtgaac 350

I  t l |  A  B  O  R  ?  À  I D V Y  E  E  L  ?  R  D  O  V  T

ÈEggggaggattgÈggtcttct t tgagltcggtggggÈcatgtgrcgtggaEagcgtcaac 12O

t f o R I v v I I E ! O O V r C V l 8

agggagratgEcaccccEggtggacaacatcgcccÈgrtggatgaccgagtacctgaaccgg 480

R I I S P l I V D T I À ! T I T I T l J T R

catcÈgcacâcctggatcca 500

E ! E T t l I

Fiqure 11 : A, Nucleotides sequence of the bcl-2 cDNAand deduced amino acids sequence of
the Syrian hamster Bcl-2 Protein.
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EI

Chinese HmaÈer YKLSQRGIEWDVGDVDÀÀPIÆÀÀPTPGIFSFOPESNPTPÀVHRDMÀIARTSPLRPIVÀT--
:  i : : : : 3  3 : ; :  3 :  : : : : :  ! : ; : : : 3 :  1 3 :  I  : ; 3 : :  ! : ; : : ; : : ; : : : 3 : ; ; 3 : ; :

gtrrlaD Eârrt.r YXLgQR(It|EIfDiÀgDÀDàÀPIÉÀrPtrPoIrgroLlsûlPrYÉtutTrÀRTgPIÀPntÀî--
: : 3 : : 3 : : : : : : : :  : 3 : :  : : : : : : l : 3 : : 3  i  i  : :  3 : : : : :  !

IIr:m YKLSQRGYEWDAGDVGAÀPPGÀÀPÀPGIFSSQPGHTPHTÀÀSRDPVÀRTSPTOTPÀÀPGÀ

chineoe garnsLer -TGPîLSPVPPWHLTLRRÀGDDFSRRYRRDFÀEffiSQLHLîPFîÀRGRFÀTWSEtFRD

: :  : ; :  i : : : : : : : : : : : : :  !  3 : :  t  3 :  !  i :  ! : 3  i : : : : : :  l l t  ! : : : : : : :  i : : : : :  i

gl6la! Eâ!!È.r -àoPÀL8FVPPI|VEI/TLRRÀODD!8RRI8AD!ÀBSSOLEIÆPIAÀR@IIÀIIIIITIELFRD

: :  ! : : : : : :  i  l : : :  ! : :  3 : : : : : : : :  ! : : : : : : 3  ! : !  !  3 : 3  ! : : 3 :  i : : 3 ! :  !  i : : 3

Human ÀÀGPÀLSFVPPWHLTLROÀGDDFSRRYRRDFÀEMSRQI,II,TPFTÀRGRFAII\'IVEELFRD

ChiNEEC HAIISTET GVNWGRIVÀFFEFGGVMCVESVNRE'{SPLVDNI.ALMIITEYLNRHI'ITTWI
: : : : : : 3 :  : : 3 : : : : : : : : 3 : 3 : : : : : : : : : 3 : : 3 : : 3  3  3  3  i :  i :  i :  i

glrrl!.r1 E8lrÈer GvtxORfWFFlr€OVrc\tfSnI{nllrgPtVDt{I,rtIITErLnnELEl|fI
: 3  i : : : : :  : : : : : 3  3 l : : : : : 3 :  i : 3 : : : 3  3 : : ; : : 3 :  I  i : : : 3 : : : :

Human GVNWGRIVÀIFEFGGWCVESVNREISPLVDNLAJ,WIdTEYLNRHLHT!{I

Fioure 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 97olo similarity
between Syrian hamster and Chinese hamster, and 82o/o between Syrian hamster
and human,

The bax (EMBL Accession No. 4J582075) nucleotides sequence (411 bp) and

ùe coffesponding protein sequerice (1,36 amino acids) ^re given in figute 1'2.

50

60

b u

L20

120

L20

159

169

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

of. rat @,MBL Accession No. 4F235993) and Human Bax homologues @IvtBL

Accession No. L22473), revealed 98o/o similarity between the Sydan hamster and t^t,

and 960/o similarity betrveen the Syrian hamster and Human Bax protein sequence.

À
ccaccaagaagct.EagcgagEgtctcaggcgaatcggagatgaEctggacagcaacâÈggag

4  I  X  L  g  t  C  L  R R  I  O  D  I  L '  D  I  l l l  E

ctgcagaggaÈgaÈtgcLaatgEggacacEaactccccccgagaggtcEtcttccgcgEE

' .  O  R  I  I  À  X V  D  T  I I  I I  P  R  B  V  P  P  R  V

ccggctgacaÈgEt t  gccgaÈggcaactEcaact ggggccgggttgÈEgccctcÈtcCac

Â  À  D r  F  À  D  O  t a  !  f  t l  o  R  v v  À  L  I  Y

tt t  gctagcaaacÈggÈgctcaaggccctgrtgcaccaaagLLcccgagctaatcagaacc

r  À  g  f ,  T J  V  I J  I  À ' J  C  t !  X  V  P  E  I ,  I  R  T

aÈcatgggcEggacactggactEcctccgagagcggclgcÈÈgtctggaÈccaagaccag

I  I  O  T  ! !  I J  D  !  I '  R  E  R  I '  L  V T  I  q  D  Q

ggEggctgggacggcctcctctcatacttcgggacacccacctggcagacagtgaccaÈc

o  o r f  D  o  r r  r .  g  v  I  o  T  D  | !  r  Q  Î V  t I  r

t t tgtggcLggagtcctcactglcctcactcaccatctggaagaagatgg

! v À o v Î J ! ! l ' 8 r , r r ï x r t a

Figure 12 : A, Nucleotides sequence of the bax cDNA and deduced amino acids sequence of
the Syrian hamster Bax Protein.
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B.

RâÈ TKKLSECLRRIGDELDSN}TELQR},1IÀDVD.IDSPR.EVFF RW'ÀLF'Y 60

StElæ haut6r TxItJSECLRRT@ELDgtrIEI.QRfrN[vDItfgPRgltl Rvlr,rI,FY 50

Hrrm TKKLSECTÀRIGDEI DSNI4EI,QRr.IIÀÀVFDSPREVFFRVÀÀDUTSDGNFNIIGRWÀLFY 60

Rab FÀSKLWKÀLCTKVPELIRTTUGWILDFLRERLLVWIQDQGGT{EGIJIJSTTGTPTV{Q'n/rI L20

ElEIarr bâût.r FÀgKr,vLxtIreIxltPrIJrRTI&f,çIrrDtLRrRIJ,tngI0DOO@lDd;LSYtC4Pnmfi,l[I 120

Hrman FÀSKLVITKÀLCIKVPELTRTIMGIùILDFIJRERITIGMO4GO{DGLLSYFGTPTIII9TVTI 120

RAE FVÀGVIJTÀSIJTTWKKM

Sl|rhD hâlrt.r F-IrrOVIÆtgUIItIxI

Hman FVÀGVLTÀSLTIWKKM

Fioure 12 : 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 980/o similarity between Syrian
hamster and rat, and 960/o between Syrian hamster and human.

The c-n1c (EMBL Accession No. AJ582076) nucleotides sequence fl34 bp) and

the corresponding protein sequence Q44 amno acids) are shown in figure '1.3. 960/o

similarity between the Syrian hamstet and the mouse @ivtBl- Accession No. X01023),

and 9'!o/o similatity between the Syrian hamstet and Human c-Myc (Eit{BL Accession

No. V00568) wete found aftet comparison between ptotein sequences.

A.

gatcagcÈggagatggtgaccgagctgcÈtggaggagacatggtgagtcagagcgtcaLc 60

D Q r ,  I M E t L O O D M O g t I

tgcgaccctgacgacgaaaccttcaÈcaagaacaÈtatcatccaggactgEaLgtggagc 120

C  D  P  I '  D  E I I  I  I  X I  t  I  I  O  D C  I T  g

EEcttctcagccgccEccaagctggEc!cggaEaagctggcElcclaccaggctgcgcgc 180

o t g t l À x L v g l f , ! l g Y o À l R

aaagacagcgccagcccgagccccgcccgcgggcgcagcggctgctccacctctagcct g 210

x D a À g P s P À R o R a o c g r g s &

taccigcaggacctcaccgccgccgcgtccgagtgcaÈtgacccctcggfbggCcCtqccc 300

r  I ,  O  D  I , ' T  À  À  À  g  I  C  T  D  D  g  V  V '  D

ÈacccgctcaacgacageagcagctcgcccaagtcctqtacctcgtccgactccacaEcc 350

I  P  l , l l  D  g  I  g  g  D  f ,  I  C  T  A  g  D  g  I  À

ttc!ctccttcctcggactcgcbgctgtcctcagagtccÈccccacgggccagccccgag 420

F  I  E  S  A  D  A  I r t J  g  g  I  I  A  P  R À  g  P  I

ccccCagcgctgcaEgaggagacacctcccaccàccagcagcgacÈctgaggaagaacaa t lS0

P  T , Y  E  I  !  !  T  P  E  T  T  A  A  D  B  I  I  I  O

gaagaÈgaggaagaaatÈgaÈgtcgtg'tcEgtggaaaagaggcagcccccÈgctaagagg 5a0

E D I ! I I D V Y g V I T R O P P À X R

tccgaatcagggtcatcqccatcaggaggccacagcaaaccÈccacacagcccgctgEÈt 600

a  I  g  o  g  a  P  t  o o B  s  x  P  P E  s  P  r , v

cEcaaEagatgccatgtcÈccacgcaccagcacaactacgcagcgcccccctccacgaEg 550

L T R C E V g I E Q B N T I À P P 8 T R

aaggactaEccCgfctgccaagagggccaagttggacagEggccgggtcctgaaacagaÈc 7 20

X  D  Y  P  À À  R  R ^  X  L  D  A  g  R V  l ,  X  Q  r

agcaacaaccgcaa 731

8 I f , R

Fiqure 13 : A, Nucleotides sequence of the c-myccDNAand deduced amino acids sequence of
the Syrian hamster c-MYc Protein.
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Mouse DOLB,O41EL1,@ÇDI.M{OSFICDPDDEîFIKNIIIQDCI.T9{SGFSÀÀÀIU.,VSEIC!ÀSYOÀÀR
: : : : :  : 3  i :  i  ! : :  i  : :  l : : :  i :  i :  i  l :  i  3 : : :  !  ! : : 3 : :  l :  i : : : : : : : : : : :  |  ! :  i  i

ByrIaD Eâr5ÈGr DQIJEx\IIIEIJI€ODTVSQ8PICDPDBTTIXÀIIIIQDCI|ÛiSOIaDrKrV8Ef,IÀSIOÀÂR
: : : : : :  ! : 3  3  !  3 : :  !  : 3  i  l : 3  3  3 : 3 :  ! :  i : : : : : : :  ! : 3 :  i  3 l : : : : : : : : : :  !  ! : ; : :

Human DQLBM\ZTELIÆGDI'M'IQSFICDPDDETFIKNIIIQDCMWSGFSÀÀÀKLVSEKIÀSYOÀÀR

50

50

o u

1 8 0

180

r o v

Mouse

8y!1aa EutÈtr

Hunan

Mouse

8yrl,âr Eallt6r

Humn

KDSTSLSPÀRGHSVCSTSSLYLQDLTMÀSECIDPSWFPYPLNDSSS- PKSCTSSDSTÀ L20

. ; ; ; i ; ;

XD8ÀAPAPÀROBAOCgrdELYr{DrÆÀrÂslcrDPgwrPYPÛrrDgSgsPxgetgSDSlÀ 120
. ; i  a a a

KDSESPNPÀRGHWCSTSSLYI,QDLSÀÀÀSECIDPSWFPYPL}TDSSS-PKSCÀSQDSSÀ L?O

FS PSSDSI,LS _ SESSPRÀSPEPI,WHEETPPTTSSDSEEEQBDEEE IDWSVEKROTPAX

F g Pg SDST,I,9 - gB8 SPNÀSPEPI/VIJEETPPTTS SDSEEEOEDEEEIDyI,SIIEXROPEIX

FS PS SDSI,LS STES S POGS PEPI,WHEETP PITSSDSEEEQEDEEEIDI/I/SVEKRQÀPGK

Mouse RSESGSSPSRGHSKPPHSPLVLKRCIwSTHoHNyÀÀPPSTRKDYPÀÀIRAISDSGRVLKQ
3 :  i : : :  !  3 :  : :  i :  l :  i : ; :  i  I  i : : :  i :  i :  ! :  |  3 : :  i :  ! : 3 : :  i  ! : : : : : 3  !  i  i : : :  i : :

syrlaa Ea!'t€r RABaOSSPEG{'ESXPPEAPITVLXRCEVSTEOEffÀÀPP SoRVIJRQ

: : : : : :  l : : 3 : i 3 : : 3 : : 3 : l : : : : : : : : : : : : : 3 : : : : : : : : : : :  : : : :  : : :  :

Huffin RSESGSPSÀGGHSKPPHSPLWIGCIWSTHoHNyÀÀPPSTRKDYPÀÀKRVKLDSVRVIÀO

Mou6E ISNNR

SyrlaD Eùtt.!

Hrmilt

Fioure 13 : 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 95olo similarity between
Syrian hamster and mouse, and 91olo between Syrian hamster and human.

Discussion

In this study we demonsffated that zinc induces neoplastic ttansformation of

SHE cells ln a nnge of concentrations from 100 pM to 150 FÀd confirming the results

found v/ith 100 lùI of zincby Alexandre et al., (2003). At 150 pÀ4, zinc was shown to

inhibit camptothecin-induced apoptosis, which confrrmed the antiaopoptotic effects of

100 pM zinc on topoisomerase inhibitots (Alexandte et al., 2000). Hypothesizing that a

blocking of apoptosis m y be associated with the induction of moryhological

transformation, we chose these concenttations to study the mechanisms of zinc in the

inhibition of apoptosis in SHE cells. We demonstrated that exposure to ZnClz at

100 pM and at 150 pM, increases bcl-2/bax rzdio in normal SHE cells ot in

camptothecin-treated SHE cells. No effect on the expression of c-m1c was observed

followrng a zinc treatment.
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Cloning and sequencing transcripts obtained ftom RT-PCR experiments

allowed us to check that the coresponding cDNAs encoded the expected ptoteins.

Latge homologies bet'ween the protein sequences of Syrian hamstet, tat, mouse and

human were observed.

Bcl-2 is probably the best studied apoptotic suppressor (R.eed, 1994) and it is

known to prevent apoptosis in response to a latge vatiety of stimuli. Its effects ate

determined by its interaction with Bax, a 27l<Dz pro-apoptotic ptotein. Bax promotes

apoptosis by inducing loss of the electtochemical gradient across the innet membtane

of mitochondda and participates to the formation of the mitochondrial pores which

influence the release of SIMP (soluble inter membrane proteins) such as cytochrome t,

AIF, smac /Diablo (Green & Reed, 7998 ; Btady & Gil-Gomez,1.998). All these effects

are suppressed by bc/-2 (Antonsson et al., 1.997 ; Kluck et al., 1'997 ; Yang et al., 7997 ;

Cosulich et a/.,7999).

In this work, we have shown that zinc treatment led to an up-regulaton of bcl-2

at the concentrations of 100 pM and 150 pM zinc and to a down-regulation of bax at

150 ûrI zinc. Moreover, in SHE cells ffeated with camptothecin, bcl-2 expression

decreased whereas bax expression incteased. The addition of zinc chloride iri

camptothecin-treated SHE cells inhibited these changes and restored the basal

expression of bct-2 and b These results suggest thataninctease of the bcl-2/baxnto

can be ̂  t^rget for zinc in relation to its anti-apoptotic properties.

In further experiments, it would be worth studying the mechanisms of the

regulation of bcl-2 by zinc. Ztnc has been shown to enhance the uanscriptional activity

of some genes which contain specific zinc-finger regions Q)reosti, 2007 ; Truong-Ttan

et al., 2001). To our knowledge, no studies have tepotted that bcl-2 gene could have a

metal-response element in its promoter/enhancer tegions.

Consequeniy, zinc may ̂ ct in the eatly phases of apoptotic pathway, before the

activation of caspases cascade leading to DNA fragmentation and degtadation.

These results are in line wrth the inhibition of HzOz-induced apoptosis by zinc tested

at millimolar concentrations, parallel to a decrease of Bax exptession in the cell lines

U937 (Fukamachi et al., 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 r. They have also shown that zinc inhibited
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apoptosis by preventing these changes.

The tegulation of mitochondrial proteins is not the only target of zinc, and zinc

is able to act at different levels on the apoptotic pathway. In 2002, Tamura et a/., have

shown that zinc prevents ricin-induced apoptosis in U937 cell line Q002). Th.y could

not explain zinc eff.ects by changes in Bcl-2, Bax ot 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 target late phases of apoptosis such

as DNA fragmentation by inhibiting the calcium/magnesium-dependent endonuclease

(Cohen & Duke, 1,984) or caspase-3 @erry et al., 1.997). Ânothet target for zinc has

been identified, the IAPs (inhibitots of apoptotic proteins) charactenzed by a domain

known as BIR @aculoviral IAP Repeat) ftIolcik et a1.,2007). Znc is able to link to this

domain, which is implicated in the inhibition of cleavage and activation of caspases (for

review, Seve et a/., 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 ztnc requires a pre-treatment of cells with this metal (Shimoda a/

al., 2003). Zinc ani-apoptotic properties were often compared to bcl-2 anti-apoptotic

properties. Indeed, they can both ptevent caspases cascade and protect cells ftom

oxidative stress (fot teview, Truong-Trzn et al.,2001).

For some time, the proto-oncogene c-mJc was known to act in cell proliferation.

In 7992,Evan et al., rcpofted its effects in the apoptotic process undet growth limiting

conditions in cell lines. In cell lines genetically constructed to overexpress c-mJc,

transfection with bcl-2 co:l/rd suppress c-mJc apoptotic function [vn et al., 1'999). C-myc

was reported to sensitize Rat-1 fibtoblast cell constructs to apoptotic stimuli and to be

able to induce the release of cytochrome t Surn et al.' 1999).

In the present study, exptession of c-nlcwas not changed aftet a zinc treatrnent

which modified the bc/-2/bax raio. This indicated that the exptessions of bc/-2 and bax

are independent of c-m1c exptession in normal SHE cells, in out experimental

conditions.

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

through a change in the expression of t'wo proteins of the Bcl-2 family ptoteins, Bcl-2
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and Bax.

Proteins which play a tole in apoptosis ate numerous and a bettet

understanding of their mechanisms is necessaty to know how these ptoteins intetact

with zinc since inttacellular zinc levels influence the survival of cells. The study of

anti-apoptotic properties of zinc rcpresent important lines of reseatch, not only in

diseases where zinc homeostasis is often distorted (e.g. Alzheimet's disease) but also in

the comprehension of cancer mechanisms, whete 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 cancet.

The relevance of the present results resides in the factthat 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. LB DI-BIUyTHEXYLPHTALATE (DEHP) eucuENTE LE

RATrO bcl-2/baxET MODIFIE L'EXPRESSION DE c-myc DANS

LES CELLULES EMBRYONNAIRES DE HAMSTER SYRIEN

Cette étude conceme les effets du di(éthylhexyl)phtalate (DEIfl sw I'apoptose

dans les cellules SIIE. Le DEI{P est considéré comme un cancétogène non-génotoxique

et I'inhibition de I'apoptose a été évoquée comrne un facteut Pouvant contdbuet à

I'hépatocancérogenèse chez les rcngeuts. fn uitro, ce comPosé induit Ia tansfonnation

cellulairc des cellules SIIE (Cruciani et aI., 1997), ce qui a iustifré Ie choix de cette

substance pow I'étude de Ia relation entte I'apoptose et Ia tansformation cellulairc.

De ptécédents ûavaux Éalisés au sein de notre labotatoire ont monté que Ie

DEIIP induisait Ia ttansfotmation motphologique des cellules SIIE aux concetttations

2i pM et 50 pM (Cruciani et al., 1997). Les effets du DEI{P sur I'apoptose et sut

des gènes bcl-2, bax et c-myc of,t été érudiés dans Ia gamme de

concentntions 10 - 50 pM (soit 3,9 - 19,5 pg/ml) afrn de vétifret I'hspothèse d'une

implication de I'apoptose dans Ia tnnsfottnation cellulaire.

Tout d'abord, nous avons démontré les ptoptiétés inhibittices de l'apoptose du

DEHP dans les cellules SHE.

L'apoptose a été provoquée dans les cellules SHE, par la déficience en facteurs de

cïoissance, obtenue par.laprivation de sérum. Dans les cellules SHE cultivées en absence

de facteurs de croissance (milieu SF ; u sefllm ftee > ou (( sans sérum >), l'apoptose

survient rapidement. Au bout de 3 heures d'exposition dans un milieu SF, ces cellules

présenterit déjà les changements morphologiques typiques de l'apoptose (ftagmentation

de l'ÂDN et condensation de la chromatine)3.

Dans les cellules pré-ttutêes avec le DEHP (10-50 pM/24 heures), une

diminution de I'apoptose, induite par la privation des facteuts de ctoissance, est

observée aux concentrations 25 pM et 50 pM.

3 Les changements molphologiques caractéristiques de l'apoptose (condensation de la chromatine et

fragmentatiJn de I'ADN) ont été observés en mictoscopie à fluorescence après marquage de la

chÀmatine avec des fluorochromes (acridine orange et BET)'
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Une fois les propriétés inhibitrices de l'apoptose du DEHP démontrées,

I'expression des gènes bcl-2, baxetc-mJc a été étudiéepar RT-PCR sur des cellules ̂ y^nt

été traitées avec le DEHP (70,25 et50 yI/I/24 heutes).

Le pré-ttutement des cellules par le DEHP induit :

I une augmentation significative (^P<0.05) de l'expression de bcl-2 à la plus

forte concentration testée (50 pND.

) une diminution significative (.F<0.05) de I'expression de c-myc, observée à

la même concentration (50 PI\Q.

I aucun changement au niveau de ltexpression de bax.

En conclusion, cette étude a confrrmé les effets anti-apoptotiques du DEIIP dans

Ies cellules SIIE. Ces effets s'expliquent pat une augmentation du ratio bcl'2/bax.

Dans les cellules SIIE cultivées normalement en ptésence de facteun de croissance, Ie

DEI{P augmente I'expression de bcl-2, sans toutefois modifret I'expression de bax.

ParallèIement, ufle diminution de c-myc a été obsewée, démontnnt des effets

antagonistes de bcl-2 et de c-myc, en téponse au traitement avec Ie DEIIP.

Les concenttations de DEIIP, qui diminuent I'apoptose dans les cellules SIIE

conespondent aux concentations auxquelles une induction de Ia tansfotmation

motphologique des cellules SIIE a été démontée.

De même gue nos tavaux sw Ie zinc, Ies résultats obtenus avec Ie DEIIP

confottent I'hspothèse qutun dysfonctionnement de I'aPoPtose conttibuenit à

I'augmentation de Ia tansfotmation motphologique des cellules SIIE,
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Di- (2-ethylhexyl)phthalate (DEHP) modi fies b cl-2 / b ax ratio and

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

M.A. Mafue, C. Rast and P. Vasseut.

Soumise à Toxico log l-elters.

Abstract

The obiective of this work was to study the anti-apoptotic properties of the non-

genotoxic rodent carcinogen, di(2-ethylhexyl)phthdate (DEHP) in Syrian hamstet embryo (SHE)

cells. We demonsttated that a 24hr pïe-fteatment of SHE cells with 50 pM DEHP inhibited

apoptosis t"iggered by gowth factors deprivation. The RNA expression levels of the regulatot

genes rnvolved in the apoptotic parhway, bcl-2, bax and of c-mJCwete measuted using RT-PCR.

We showed rhat z 24 ht lu.eawrent of SHE cells with 50 pM DEHP increased (P<0.05) r}re bcl-2

expression, while c-m-yc expression was decteased. No effect on bax expression was observed in

the range of 10-50 $4.

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

catcinogenicity.

Introduction

The phthalate di-(2-ethylhexyl)phthalate @EHP), has been commonly used as a

plasticizer in polyvinyl chloride eVC) tesins fot manufacturing flexible vinyl ptoducts

(Wams, 7987). The DEHP can be hydrolysed in mono(2-ethylhexyl) phthalate (I\4EHP)

which is the most toxic metabolite of DEHP (Doull et al., 7999). The toxicity of DEHP

and its active metabolite MEHP, has been the topic of extensive tesearch, especially

concerning their carcinogenic and endocrine disrupting propetties Q)oull et al., 
'l'999 

;

Akingbemi et a1.,2004;Lann et a1.,2004).

The carcinogenic potential of DEHP in rodents was established in uiuo Qvlelnrck et

al., 7987 ; Doull et a/., 7999) and was consideted as the tesult of non-direct DNA-teactive

mechanisms (reviewed in Doull et a/, 1,999). DEHP induced molphological
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ffansfomation of SHE cells and inhibited gap junctional intercellulat communication

(GJIC) (À4ikalsen & Sanner,7993; Tsutui et al., 1'993 ; Cruciani et al', 1999), mo

mechanisms related to in uiuo carcinogenicity. Hepatocatcinogenesis in response to DEHP

is preceded by peroxisome proliferadon, hyperplasia and hepatocyte DNA synthesis (Goll

et al., lggg ; Hasmall et al., lggg ; Corton et al., 2000 ; Roberts et al', 2000)'

The suppression of apoptosis has also been suggested to contribute to the

hepatocarcinogenicity of DEHP (Goll er al., 1,999; Holmes and Rainsfotd,2007; Robetts

et al., 2002; Kang et a/.,2002; Roberts et at.,2004). Mechanisms of apoptotic inhibition by

DEHp were not cleady elucidated. The activation of the peroxisome proliferatot

activated receptor cr (PPARa) was shown to be necessary in the suppression of apoptosis

by peroxisome proliferators @Ps) $.ob e:rts et al., 1998 ; 2000 ; 2002; Boitiet et al., 2003)

as apoptosis cannot be suppressed in PPARcT null transgenic mice with PPs-stimulated

hepatocytes ftIasmall et at., 2000). Roberts et al., (2004) have tepotted that more than 267

genes were regulated by TGFB1 as an apoptotic inducet. Among these genes, many pro-

and anti-apoptotic genes related to the mitochondrial pathway (a.8. XIAP, Bak, Bad. ' ')

could be cand"idates for the effect of DEHP as a suppressot of TGFB1-induced apoptosis

@oberts et a/.,2004).

The mitochondrial pathway is under conuol of the Bcl-2 ptotein family

comprising either pro-apoptotic (Bax, Bak, Bad...) ot anti-apoptotic (Bcl-2, Bcl-xl...)

proteins S.eed, 1,994;Adams & Cory, 1998 ; Chao & Kornsmeyer, 1998).Th. regulation

of apoptosis involves a dynamic balance between these two categories of ptoteins.

Over-expression of the proto-onco gene c-mJc, has been associated with deregulated cell

proliferation and consequently with cancer (for review, Dang et a1.,7999). Recent studies

supported that c-n1c had a dual function in proliferation and induction of apoptosis.

Over-expression of c-m1p could induce apoptosis in Rat-1 transfected cell line, deprived of

growth factors (Evan et al., 7992) and the loss of its expression ot its negative regulation

could protect cells against the apoptotic process (Canelle et al., 1'997 ; Dong et al., 7997 ;

Genestier et a1.,1.999; Adachi era1.,2001)'

Moreover, the expression of bcl-2, bax and c-m1tc are concomitandy tegulated (L.tg

et at.,2000). C-Myc has been involved in the transcriptional expression of bax Qvlitche[' et
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4t., 2000). The loss of bax expression in mice led to the loss of the apoptotic function of

c-Myc (Nlrtchell et a/.,2000 ; Soucie et al., 2007 ; Juin et al-, 1999 ; J"it et al', 2002 ;

Klefsuom et at., 2002). My. could also be necessary to the activation of Bax and ptomote

the release of cytochrome 4 a mitochondrial protein which is essential fot the activation

of the caspase cascade in the apoptotic pathway [wn et al., 7999 ; Soucie et al',2001)'

On the other hand, c-Myc was reported to have antagonist effects with Bcl-2'

Overexpression of Bcl-2inhibits apoptosis induced by c-Myc overexpression (Bissonnette

et a1.,7992; Fanidi et a1.,7992).

In the present study, we investigated the effects of DEHP on the exptession of

rwo mitochondrial associated genes, bcl-2 and bax and on the transcription factot, c-m1c, in

Syrian hamster embryo (SHE) cells. SHE cells are primary cells, diploid, genetically stable,

non-tumorigenic and have metabolic capacities in activating some classes of carcinogens

(Alexandre et al., 2003). In SHE cells, apoptosis occured rapidly in setum-ftee medium

and as a consequence of growth factors deficiency (Alexandre et 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 bct-2/baxnio uia an up-regulation of bcl-2

expression ^t 50 pM of DEHP. The c-mJC expression decreased ^t the salne

concentration. No effect on bax expression was observed at DEHP concentrations in the

:.aîge of 10 pM - 50 PM.

Materials and methods

2.1 SHE cell culture

SHE cells were isolated from Sydan hamster embryos at day 1'3 of gestation using

the procedure described by Pienta et at., (1,977) and in accotdance with the modifications

suggested by Elias et al., (1989). Stock cells were pteserved in liquid nirogen.

After thawing, passage-2 primary cells were pre-cultured until 80%o confluency. Normal

culture conditions for these cells are Dubelcco's modified Eagle's medium @MEI\!

(Gibco) supplemented with 12 Yo foetal calf serum (SVF) ftIyclone) for preculture,
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2 g/L NaHCOa and 7 % antibiotics (penicillin-sffeptomycin) at 37oC in a 1,0 o/o COz

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

2.2 DNA fragmentation analysis

2.2.1 Treatment

Cells used for DNA fragmentation analysis were sampled from a monolayet during

the growing phase, 48h after seeding. Cells were trypsinized and treated during replating

with DEHP at concentrations 25 pM and 50 pM for 24h. T'hen, cultute medium was

removed and cells wete transferred in a serum ftee (SF) medium for 3 houts. DEHP

(C.A.S. No. 117-81-7) was pwchased ftom (Alddch Chemicals). DEHP was dissolved in

DMSO and DMSO was used ata final concenttation of 0.1%.

2.2.2 Fluorescence microscopy

After treatment, the cells and the cultue media wete harvested and centrifuged at

10009 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 ate permeable only to acridine

oïzinge, show a green nucleic staining while dead cells, permeable also to ethidium

bromide, have their nuclei colored in ted. The cells with a condensed or fragmented

chromatin pattern characteristic of apoptosis were counted as apoptotic, wheteas those

with a homogeneous chromatin pattern wete counted as normal. Apoptotic cells were

exptessed as a percentage oftotal cells scoted.

Each expedment was repeâted in at least three independent series of assays. Fot each

experiment, 3 slides per tested concenftation were used and 100 cells pet slide were

scored. Statistical diffetences bet'ween control and treated cells wete evaluated with

Student's /-test. Differences were consideted 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 dudng the

growing phase, 48h after seeding. Cells were trypsinized and treated dudng reseeding with

10 prM, 25 pM and 50 pM DEHP concentrations (Aldrich Chemicals) fot 24h tn DMEM

supplemented with 70o/o 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 @urobio). The total RNA was quantified by optical density

measurement at 260 t:rirr and 280 nm. The integnty of RNA was conf,rmed by running

lprg RNA on a 7o/o agarose gel. The cDNA was synthesized from 1pg of total RNA using

oligo d(I) as a primer and, MuLV Reverse Transcriptase (50U) in a volume of 20 pI-'

The RT-PCR program used was : 30 min, 42"C (cDNA synthesis); 5 min, 94oC

(denaturation). c-DNA samples were subjected to PCR amplification using the RNA PCR

Cote kit and Taq-polymerase (P.E. Applied biosystem) with bc/-2, bax and c-rn1c primers

specific to the SHE cell sequences, acîin pnmet and gaPdh pdmet as intetnal controls

(Euïogentec) (Iable 1). The choice of oligonucleotides was carried out according to the

sequences available in GenBank

sLTAT.AAG.CTG.TCA.CAG-AG G'GGC3'
sLTGG.ATCCAG.GTETGC.AGA-TGC-3'

5'.TCC-ACCAAGAAG4TGAGGGAG.3'
sLCCA-TCT-TCT-TCCAGA.TGG.TGAS'

5'.GAT.CAG.CTG-SAG-ATG.RTGACC{'
sLTTG.CGGTTGTTG4TÇATCTGA'

3' -GG&YGA-YAT-GGA-GAA.RAT-CTG-G-5'

3'-CCT.GYT.TGc.TGA.YCSACA.TCT-G-s'

5'-TCC-ATG-ACA-ACT-TTC-GCA-TCGTGGs'
5'€TT-GCT.GTT-GAA€ICACA4GA-GAO3'

734bp 40

845bp gl (ôcÈ2)
ia @axl

37bp 30

50obP 35

411 bp 40

Tabfe 1 : 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 tempetatute cycles were

performed for bax and c-m1tc, and 35 cycles for bcl-2, at eithet 55oC (bax primers) or 60oC

(bcl-2 and c-mJc primers) for 30s, 72"C for 30s and 94"C for 30s. Aftet the last cycle, a

final extending step ̂ t72"C fot 5min was added.

The PCR products have been sequenced and cloned as described pteviously in

Maire et al., Q004). The sequences of the studied genes have been submitted to EMBL-

EBI @,uropean Bioinformatics Institute) for tegistration. Accession numbets arc for

AJ582074 (bt/-4, AJ582075 (bax), and 4J582076 (c-ryc).

The products were electrophotesed on 1..5o/o âgarose gel and visualized by ethidium

bromide staining. Signals were analyzedby densitometry and data were exptessed as the

rarios of the transcripts coresponding to the studied gene to the conttol gene (actine for

bcl-2 and bax or gapdh for c-n1).

Results

3.1 Effects of DEHP on apoptosis

SHE cells grou/n in serum-deprived medium for 3h showed typical features of

apoptosis, such as chromatin condensation and nucleat ftagmentation, after staining with

the flurochromes acridine-orange and ethidium btomide (figot. 1B). A high petcentage of

apoptotic cells (31 %) was shown in serum depdved conditions after 3h tteatrnent

compared to control (3%) (table 2). A pte-treatment \rdth DEHP Q5 pM and 50 prl! for

24h rcdtced apoptosis triggered by serum deprivation (fig"t. 1C). Anti- apoptotic effects

were significant at 50 pM DEHP (P<0.05). No effect was registeted in SHE cells pre-

treated for 24h, with the control solvent DMSO (0.1o/o).
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Fioure 1 : Fluorescence microscopy obseruations 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 pM 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 cells (not shown) are red.

o/o apoptosis

a. ControlSHE
b. Serum Free (SF)
c. SF + cells prc-trcated with DMSO
d. SF + cells pre-treated with 25 UM DEHP
e. SF + cells pre-trcated with 5O pM DEHP

3
31
33
18
15

+ 1.6
+ 1.5
r 5.0
r 10.3
È  2 . 6 *

Table 2: Percentages of apoptotic cells quantified by nuclear modifications obserued 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). x P< 0.05 vs. control.

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

A concentration-dependent increase in bcl-2 expression was observed in SHE cells

treated u/ith DEHP in the raîge of 25-50 pM i.t every independent experiments carried

out. The increase n bcl-2 expression was significant (P<0.05) at the concentration of

control solvent.
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DEHF {ItM}

F-ûctin {€45 bp)

bcl-2 (500 bpl

ôcr-zRNA/F-actnRNAI l .s I 2.0 | 1.7 I 2.3 | 3.3
I to.a I to.4 | to.2 | to.4 l to.2(.)

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

On the other hand, no significant effect on bax was observed in cells tteated with

DEHP in the range of 10-50 pM of DEHP (figure 3). The increase of the bcl-2 expression

led to a 2.3-fold increase of the bcl-2/bax tatio with 25 p,M DEHP and to a 3.6-fold

increase with 50 uM DEHP.

DEHP (UM)

p-actin (845 bpi

bax{ 41 1 bpi

baxRN.A/p-actnRNA | 1.0 I  0.e |  0.e I  1.0 |  0.e
I  to.r I  to.z I to.t I  to.r I  to.1

Fiqure 3: RT-PCR products on agarose gel showing RNA expressionof baxand B-adin genes in
SHE cells treated with 10 pM, 25 pM or 50 pM DEHP for 24 hr. Densitometric
quantification of changes in bax/f-actin ratio are expressed by means +/- S.E.M, of
values obtained in separate experiments (n = 3 ateach point) * P< 0.05 vs. control.

A significant (P<0.05) down-regulation of c-rlJc RNA expression at the

concentration of 50 pM DEHP (P<0.05) was observed. Cells exhibited a 2.7 -fold

Con Con
sHE DM80 l0 23

Con con
sHE DMSO 10 25
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decrease in c-m1c RNA level after treatrnent with 50 pM DEHP compared to the conftol

group (figure 3). No effect was tegistered at 10 prM and 25 pM DEHP.

DEHF {uM}

c-myc i734 bp)

gapdh 1377 bp)

Fiqure4: RT-PCR products on agarose gel showing RNA expression of c-mycand gapdh genes
in SHE cells treated with 10 pM, 25 pM or 50 pM 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) x P< 0,05 vs, control.

4 Discussion

In this work, the effects of the non-genotoxic rodent catcinogen DEHP, have

been studied on the normal Syrian hamster embryo cells. We showed that an exposure

with 50 prM DEHP on normal SHE cells caused an imbalance of the bc/-2/ bax expression

tatio, accompanied with a decrease of c-m1c expression. The inctease of the bcl-2/bax raTto

may explain the anti-apoptotic effects of DEHP (50 f.,\0 in SHE cells deprived of growth

tactofs.

Little is known about the mechanisms of inhibition of apoptosis by DEHP.

Bcl-2 and Bax are two mitochondrial associated ptoteins involved in the tegulation of

apoptosis (Chao & I(orsmeyer, L998 ; Borner 2003). The anti-apoptotic ptotein Bcl-2

inhibits the major effects of Bax by keeping closed the mitochondrial uansition pores and

pteventing the release of cytochtome c and the subsequent activation of caspases cascade

(Y^.rg et a/., '1.997; Antonsson et al., 1991 ; I(luck et a/., 1,997 ; Brady and Gil-Gomez,

1 e98).
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In this work, ure have shown that the expression of c-n1c was down-regulated at DEHP

concentrarion which increased bcl-2 exprcssion and inhibited apoptosis in normal SHE

cells. Our results demonstrated that the anti-apoptotic chemical DEHP decreased c-rnJc

expression at concentration which increase bcl-2, and support a involvement of. c-m1c 
'tn

the apoptotic process.

The proto-oncogene c-nJc which is usually involved in cell ptolifetation and cell

cycle progression, has been shown to activate apoptosis Q'{ilsson et a/',2003; Vermeulen

et a1.,2003).

Links berween c-Myc and the Bcl-2 ptotein family have not been cleady

established. while bax contatns c-Myc response element in its pfomotef QvIitchelJ, et al.,

2000), no such c-nJc responsive sequence has been found in bcl-2. c-Myc was shown to

antagorize Bcl-2 effects, as Bcl-Z transfection suppressed apoptosis induced by over-

expression of c-m1c (Bisonnette et a1.,1,992). Our results conûrm these antagonistic effects

and suggesr the hypothesis rhat bcl-2 could contain c-Myc respotse element in its

promoter as it was shown with bax (Àditchell et al-, 2000)'

\X/hile mosr papers dealt with the induction of apoptosis by over-expression of

c-Myc, only a few wotks have reported that loss of c-mJC ot negative regulation of c-m1c

could be associated with the protection against apoptotic process @otg et a/., 7997 ;

Canelles et a1.,7997; Genestier. et al., 1,999 ;Adachi et a1.,2007). Dong et al., (1997) have

repored that the loss of c-mJcin UC cells, an apoptosis-tesistant vanant ftom the human

leukaemia monocytic U937 cells, was associated with the tesistance to apoptosis. It has

also been demonstrated that apoptosis and FasL expression could be inhibited uia a

downregulation of c-Myc expression in human T cells or T cell hybddomas (Genestiet e/

a/.,1999). Moreover, use of antisense oligonucleotides to reduce c-Myc expression in

Ug37 cells, suppressed etoposide-induced apoptosis as well as TNF-cr-induced apoptosis,

suggesting that c-Myc could play a role in cellular susceptibility to death receptor-

mediared and chemotherapy-induced apoptosis (Dotg et a1.,1.997).

ln 1997, Dhalluin et al., have akeady demonstrated that Bcl-2 oncoprotein was up-

regulated parallel to an inhibition of apoptosis in Syrian hamster embryo cells which have
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been exposed to the tumour promotor TPA (12-O-tetradecanoyl-13-phorbol ester) aftet a

pre-treatrnenr with DEHP. In out wotk, we have demonstrated that DEHP, tested alone,

caused modifications in the bcl-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 Sames et a/.,1998; Roberts et al., 7998; Hasmall et al., 1'999 ;

GolI et al., 1,999 ; Roberts et al., 2002; Boitier et al., 2003; Roberts et al., 2004). This is in

line with the fact that the non-elimination of alteted cells could contribute to

carcinogenesis in rodents. Previous studies in our lab have shown that DEHP induced

pre-neoplastic transformation of SHE cell (Cruciant et al., 1999). The concentrations

inducing cell transformation coincided with the ones which decteased apoptosis' So, the

hypothesis that defective regulation of apoptosis caused by DEHP may be telated with

the increase of SHE cell transformation can be put forwatd.

In conclusion, we found that DEHP caused defective regulation of apoptosis by

increasing bct-2/bax exptession rai.o. Parallel to this, a modification of the c-mJc

expression was observed. Our wotk supports the hypothesis that the defective regulation

of apoptosis m y pïomote disordeted cell growth and theteby contribute to

catcinogenesis.
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IV. L'ecroB Z,4-otcttLoRopHENoxYAcETIQUE (2r4-D) INDUIT

I.A TRÂNSFORMA'TION MORPHOLOGIQUE DES CELLULES

EMBRYONNAIRES DE HAMSTER SYRIEN

Cette étude consistait à védfre4 si Ie 2r4-D, une substaace apparcntée au DEIIP

pat ses poptiétés cancétogènes, iaduisait Ia tansfonnation motphologique des cellules

SIIE avec en patallèIe une inhibition de I'apoptose.

Le 2r4-D est considété cofi7me un cancétogène non-génotoxique et comme uû

prolifétateut de percxysomes hépatiques. Ces ptopriétés communes avec Ie DEEIP ont

motivé note choix pout cette substance.

Tout d'abord, les effets du 2,4-D sut la transformation morphologique des cellules

SHE, ont été étudiés dans la garrlme de concentrations (4,5 - 22,6 p.M soit 1 - 5 frg/ ̂ I-).

Le 2,4-D a été apphqué pendant 7 jours et une augmentation significative (.F<0,01) et

dose-dépendante du taux de transfomation a été observée aux concentrations

2,5 etl pg/rnl-.

Le 2,4-D s'est révélé peu toxique à ces concentrations, cofiItne en témoignent les

taux d'efficacité de clonage, proches de ceux des témoins.

Parallèlement, un traitement de 7 jouts avec le benzo(a)ppène (4 FIIVI soit

1 Vg/^L), utilisé conune contrôle positif, augmente significativement (P<0,01) la

transformation morphologique des cellules SHE.

Les effets du 2,4-D sru l'apoptosea ont été étudiés aux concentrations

7 - 2,5 - 5 pg/rnl- (traitement de 5 et 24 heures).

Afin d'identifier des effets anti-apoptotiques éventuels du2,4-D,les cellules ont été

pré-traitées (24 heures) avec des concenuations de 2,4-D, qui indursent la transformation

cellulùe, puis exposées à un mi.lieu dépourvr.r de facteut de ctoissance (serum free)

(3 heues).

4 Les changements morphologiques caractéristiques de l'apoptose (condensation de la chromatine

fragmentation de I'ADI{) ont été observés en microscopie à fluorescence après marquage de

chromatine avec des fluorochromes (acridine orange et BET).

et

la
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Le 2r4-D n'a pas d'effet sur I'apoptose, aux concentrations provoquant la

transformation moqPhologq.te.

Ce n'est qu'à de très fortes concentrations (1-5 mM soit 221-1'1,05 g/nl') que le

2,4-D présente les effets apoptotiques décrits dans la littératute. Un fon taux de mortalité

est observé à des concentrations supérieutes (10-15 mM soit 221,0-3375 Wg/mI-)'

L'étude de l'expression des gènes bcl-2, bax et c-nJc a étê Éahsée en RT-PCR sut

des cellules ayaint étê taitées avec le 2,4-D ('l - 2,5 - 5 pg/nl-/5 heutes).

Ce uaitement:

s n'a eu aucun dteffet sur ltexpression de bcl-2 et de bax, ce qui en accord

avec ltabsence dteffets apoptotiques observée.

I provoque une augmentation significative (-F<0r05) de I'expression de

c-myc aux concentrations 2,5 et 5 pg/mL, concenttations auxquelles la

ftansformation cellulaire est induite.

Conclusion

Ce ttavail a mis en éuidence Ie potentiel tansfomtant du 2r4-D. Aucua effet sut

I'apoptose, ni sut I'exptession des gènes bax et bcl-2, n'a été obsetvé suite à ua

taitement avec cette substance aux concentations induisant Ia tansfonnation

morphologique des cellules SHE.

[fne augmentation signifrcative de I'exprcssion de c-myc a été montée aux

concentations de 2r4-D induisant Ia ttansformation motphologique. Dans cette étude,

I'augmentation de I'exprcssion de c-myc reste spécifrque au 2r4-D et n'est pas obsetvée

avec tnt cancétogène We comme Ie BaP. En effet, nous avons à nouveau vétifré que

I'expression de c-myc n'était pas augmentée par Ie BaP, confomtément aux résultats

obtenus ptécédemment.

En conclusion, Ie 2r4-D induit Ia tansfonnation cellulaite mais sans inhiber

I'apoptose. Le dérèglement de I'expression de c-myc, poutrait êne ua des facteuts de Ia

tansformation cellulaite induite pat Ie 2r4'D.

Si Ie 2,4-D pafiage avec Ie DEI{P les propriétés de prolifenteur de Petoxysomes

hépatiques et de cancércgène épigénétique, ses mécanismes de toxicité cellulaite

diffèrcnt, flotamrnent en ce qui concerne I'expression de bcl-2 et I'exptession de baxt qui

contôleflt I'apoptose, et celle de c-myc qui est augmentée, alots qu'elle diminue avec Ie

DETIP.
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2r4-drclflorophenoxyacetic acid induces Syrian hamster embryo

(SHE) cell transformation.

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

Soumise à Enrimnmenîal Toxicobgy and Pharmacobg

Abstract

The aim of this work was to evaluate the ttansforming potential of the herbicide

2,4-dtchlorophenoryacetic acid Q,4-D). 2,4-D was shown to significantly induce cell

transformation at 2.5 Stg/rnI- and 5 Wg/rr.J,. These concentrations also inctease the

expression of the uanscription factor c-mJC measuted using RT-PCR'

The effects of 2,4-D on apoptosis were investigated. Cytohistochemistry using the

fluorochromes acridine orange and ethidium bromide, was used to observe 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 ttansformation. This was

conûrmed by unchanged expressions of bcl-2 and bax, tro tegulator genes of apoptosis.

Induction of apoptosis effects in SHE cells was registered at concenttations too highet in

the range of 220-3500 pA/rnl'.

t. Introduction

The Sydan hamster embryo (SHE) cell ttansformation assay is used fot the

detection of chemical carcinogenicity in uitm. This assay is based on the convetsion of

normal to preneoplastic cells piPaolo et a/., 1971). In SHE cells, which are normal,

diploid and metabolically competent, phenotypic changes occur tapidly after exposrue to

chemical carcinogens. The morphologically-transformed phenotype is chatacterized by

the loss of contact inhibition and a random orientation pattern of gowth in three

dimensions. After subcultutes, cells viith a motphologically transformed phenotype led to

the formation of tumors when transplanted back into newborn hamsters which validated

moqphological transformation of colonies as a predictive critedon fot catcinogenicity in
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vivo (Berwald & Sachs, 1'963, 1'965;

provides a suitable model for the

Takahashi et at., 2002). The SHE cell system also

study of the mechanisms of carcinogens and in

particulat epigenetic mechanisms of non-genotoxic catcinogens, which are less known

than genotoxic carcinogens. Gup junctions inhibition and otnithine decatborylase

augmentation have been associated with SHE cell transformation (Ctuciant et al', 1997 ;

Dhalluin et al., 1997 ; Rivedal et al., 2000). Studies on oncogenes expression have been

investigated and the deregulated activation of cellular gtowth-related oncogenes such as

c-mJchave been correlated to neoplastic transformation in several cell systems : SHE cells

(Ebert et al.,'1.990; Takahashi et a1.,2002), C3H/70Tt/z @afi.etT. et al., 2000), tat liver cell

line TRL 7275 (Chen et at.,2001),BN-B/3T3 (Fang et 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 et a/., 2003)'

2,4-D is a selective systemic auxin-type herbicide extensively used thtoughout the

wotld for the past 50 years and whose carcinogenicity, mutagenicity and genotoxicity wete

the subject of conflicting results. Most studies have shown a moderate toxicity of 2,4-D

on mafirnals. In Tggg,three reports on 2,4-D genotoxicity (Charles et a1.,7999a; Chatles

et a/.,7999b; Gollapudt et at.,7999) gave negative tesults on classical mutagenecity and

cytogenetic assays (e.g. Ames test, mictonuclei, HGPRT locus, unscheduled DNA

synthesis). However, induction of chromosomic abetrations and sistet chromatid

exchanges (scE) have been reported on mice in recent studies (Amer & Aly, 2001' ;

Madrigal-Bujaidar et al., 2007). Concerning its carcinogenicity, àata ate not sufficient to

draw definitive conclusions and it could not be concluded that 2,4-D induced pte-

neoplastic and neoplastic lesions on dogs and todents aftet subchronic dietary exposure

(Charles et al., 1.996a ; Chatles et al., 1,996b ; for feview, in Galz;b:.zLnt & 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 (Garabtant & Philbert,

2002). Studies on 2,4-D toxicity demonstrated that the addition of sutfactants in

commercial formulations increased the toxicity of the herbicide, and also raised the

problem of impurities produced dudng the synthesis of the hetbicide (Oakes & Pollack,

1.999 ; Holland er al., 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 ptolifetation in todents (S7HO, 7984; Mikalsen

et al., 7990). This mechanism has been suggested to explain the carcinogenicity of some

Hpps uia an inhibition of apoptosis (Goll et al., 1999 ; Holmes and Rainsfotd, 2001 ;

Roberts et a1.,2002; I(ang et a1.,2002; Roberts et a1.,2004). Apoptosis was shown to be

defective after peroxisome proliferator (PPs) tïeatrnent such as the hypolipidaemic drug,

nafenopin, and the phthalate plasticizer 2-diethylhexylphthalate ftIasmall et a/., 2000;

Roberts et al., 2002); the survival of damaged cells was suggested to contribute to

hepatocarcinogenesis. To our knowledge no study has reported the anti-apoptotic effects

of 2,4-D. On the opposite side, 2,4-D was shown to induce apoptosis at high

concentrarions (1-16 mÀQ(table 1) ; classic manifestations such as mitochonddal

membrane potential disruption, telease of cytochrome c, acdvation of caspase-3 and DNA

fragmentauon have been described followtng 2,4-D treâtment in several cell types, e.g.

lymphoid organs (I(aioumova et a/., 2001.a), human lymphocytes (I{aioumova et al.,

2001b), cerebral granule cells pe Moliner et al., 2002) and in HepG2 cells (Iuschl &

Schwab,2003).

Fgrthetmore, toxicity of.2,4-D has been studied in the range ftom 50 pg/ml to

3500 pg/nL (0.2 - 16 mtVI). Low doses of 2,4-D which are non-cytotoxic and more

relevant to environmental concenttations needed to be evaluated CIflHo, 7984 ; Holland

er a/.,2002).

In this study, we investigated effects

(1 to 5 pg/rnl'). The transforming cell potency

low concentrations of 2,4-D

2,4-D (98%) on the SHE cell

of

of

transformation assay and its effects on apoPtosis were evaluated. 2,4-D was shown to

induce cell transformation. It also increased the exptession of c-mJc RNA.

Benzo(a)pyrene, a genotoxic carcinogen, was used as positive control fot morphological

ûansformation but no effect oî c-mJc expression has been tegistered. No effect on

apoptosis and on the expression of mitochondria-associated genes bax and bcl-2 was

ob served ̂ t 2,4 -D conc entrations inducing cell tran s formation.
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2. Materials and methods

2.1. Chemicals

2,4-D (98% puriry) (C.A.S. n" 94-75-7) was purchased from Sigma pyon, France)

and dissolved in water. 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, Suasbourg).

DMSO was used at a ftnal concentration of 0.02o/o, which had no effect on cell response.

The chemicals were diluted in cultute medium just before use. The fluorochromes

acridine orange and ethidium bromide (BET) u/ere pruchased from Molecular Ptobes-

Invitrogen (Cergy-Pontoise, Ftance) and Sigma Gyot, Ftance), respectively.

2.2. SHE cell culture

SHE cells were isolated from Syrian golden hamstet embryo at day 13 of gestation

using the procedute described by Pienta et al. (1977) and in accotdance vdth the

modifications suggested by Ehas et al. (1989). The cells wete grown in Dubbelco's

modified Eagle's medium (DMEI,Q (Gibco-Invitrogen, Cergy Pontoise) contuntng 1.2o/o

foetal calf serum €CS) ftIyclone), 2 g/L de NaHCOr, and 1.o/o antbiotics (penicillin-

strepromycin) (Gibco-Invitogen, Cetgy Pontoise) at 37oC in a 1,0o/o COz humidified

a osphere and pH 7.0. No phenol ted was added in the medium cultute.

2.3. T ransformation assay

The transforming potency of 2,4-D was studied in a range of concentrations from

1 p.g/rnI' to 5 pg/nl in fout independent series of assays according to the procedure

previously described (u et al., 
'1.986; Elias et a/., 7989 ; Bessi et al., 1994). To summanze,

150 target cells were seeded in 60 mm Petri dishes (Cotning) with a feeder layer of 60000

X-irradiated cells in complete medium PMEM used for cell cultue, pH7, supplemented

wlrh 12% foetal calf serum). The cells were treated 24 fu after seeding with 2,4-D

(1, pg/rnI-, 2,5 1tg/ml- and 5 pg/ff:il).Ten dishes were used per fteatment gtoup in each

series of experiment. The transforming potential of the well-known carcinogen,

benzo(a)pyrene, was also evaluated as positive conttol.

The cells were exposed to the chemicals Q,4-D and BaP) forT days with a renewal

of the medium after 3 days of treatment. At the end of cell exposute (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 vdth 70o/o aqueous Giemsa. Colonies were scoted under a

stereomicoscope fot cloning efficiency (CE) and morphological transformation (IVIT).

The cloning efficiency was calculated as the total numbet of colonies pet dish in all

expedments on the total number of tatget cells seeded x 100. The morphological

transformation frequency was calculated as the numbet of transformed colonies on the

total number of colonies scored x 100. Transformed colonies v/ere defined as colonies

exhibiung an extensive ctiss-crossing and multiJayered growth pattern of cells. Each dish

was coded and scored blind.

The frequencies of MT obtained ftom pooled data set were compated in treated

cultures and their concurrent experiment conttol by means of the 12 test. The dose effect

telationship in term of an increasing lineat tend for MT was tested by using the dose

response Atmitage trend test (1955).

2.4. trpoptosis assays

2.4.1. Treatment

Cells were sampled ftom a monolayer dudng the growing phase, 48 ht after

seeding.

To determine if 2,4-D induced apoptosis, cells were trypsinized and tteated dwing

reseeding urith 2,4-D ^t concentrations which induced cell transformation

(1- 5 pg/rnl.) for 5 hr and for 24 yû in DMEM cultute medium supplemented with 5%

SVF and 1,o/o antbiotics. Higher concentrations (220 - 3500 pg/rn-L) were also tested

according to the positive tesults demonsttated in literatute (I(aioumova et al., 2007a,

2001b and Tuschl & Schwab,2003).

To determine if 2,4-D inhibited apoptosis, cells were pre-treated with 1 pB/mL,

2.5 pg/nl and 5 pg/d,2,4-D concentrations fot 24 hr in DMEM medium. After pre-

tïeatment the medium was removed and cells were resuspended in DMEM depdved of

gtowth factors (Serum free medium, SF) for 3 hr. The time of exposure (3h) was chosen

according to the results of Alexandre et al., (2000; 2002) who showed that apoptosis

occurred rapidly in SHE cells (within 1-5 hr) aftet gtowth factor deprivation.
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2.4.2. DNA fragrnentation analysis

After treatment, the cells and the cultute media were harvested and centrifuged at

10009 for 10 min. Cell pellets u/ere stained with the fluorescent ptobes acridine orange

(0.15 mg/ml in PBS) and ethidium bromide (0.25 mg/rnl in PBS) and observed using

fluorescence microscopy (495 nm). Living cells, which ate permeable only to acridine

oïaflge, show a green nucleic staining; dead cells, permeable also to ethidium bromide,

have their nuclei colored in red. The cells with a condensed or ftagmented chromatin

pattern characteristic of apoptosis were counted as âpoptotic, whereas those with a

homogeneous chromatin pattern were counted as normal. Apoptotic cells were expressed

as a peïcentage of total cells scored. Each experiment u/as repeated in several independent

experiments. For each experiment, 3 slides per concenÛation were tested and 100 cells

per slide were scored. The mean values (+ S.B.ttt ; standatd eror mean) corresponding to

counting were analyzed. Statistical diffetences bet'ween control and teated cells were

evaluated with the Student's /-test. Differences wete 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 monolayet during the

gtowing phase, 48 hr aftet seeding. Cells were trfpsinized and treated during reseeding

u/irh 1, 2.5 and 5 pg/mI- of 2,4-D for 5 hr in DMEM culture medium supplemented with

5o/o SVF and loh antibiotics. Cells were also ueated with 0.1 and 1 pg/ml of

benzo(a)pytene for 5 hr.

2.5.2. RT-PCR analYsis

Total RNA was extracted from cells with Exttact-All solution according to the

manufacrurer's instructions @urobio). Total RNA was quantified by optical density

measrrement at 260 tm and 280 nm. The integrity of RNA was confirmed by running

1 pg RNA on a 1.o/o agarose gel. The cDNA was synthetized ftom 1 pg of total RNA

using oligo d(I) as a primer and MuLV Reverse Transcriptase (50U") in a volume of

20 VL. The RT-PCR ptogram used was : 30 min, 42"C (cDNA synthesis); 5 min, 94'C
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(denaturation). c-DNA samples wete subjected to PCR amplification using the RNA PCR

Core kit and Taq-polymerase @.E. Applied biosystem) with bcl-2, bax and c-n1c primers

specific to the SHE cell sequences, and actin primet and gapdh primer as intetnal conttols

(Eurogentec) (table 2).

5'-TAT.AAG-CTG-TCA-CAG-AGG.GG G3'
5'-TG G-ATGCAG.GTG.TGC-AGA-TGC.3'

5'-TCC.ACGAAG-AAG-CTG-AGC.GAG-3'
5'-CCA-TCT.TCT.TCGAGA-TGG-TGA.3'

411 bp

5'-GAT-CAG-CTG-SAG-ATG-RTG.ACC.3'
5'-TTG-CGG.TTG.fi G-CTG.ATC-TG-3'

3'-GGA-YGA.YAT.GGA-GAA.RAT-CTG-G.s'
3'-CCT-GYT.TG C.TGA.YCGACA-TCT.G.5'

33 (bcb2)
28 (bax)

s'-TCC-ATG-ACA.ACT-TTG-G CA-TCG-TGG€'
-GTT.GCT.GTT-GAA-GTC-ACA.G GA-GAG3'

Table 2: 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.

The choice of oligonucleotides wâs carried out according to the sequences

available in GenB ank (http : / /www. ncbi. nlm. nih. gov / Genb ank/index. httl).

After an initiated denaturation at 94"C for 5 min, 40 temperature cycles were

performed for bax and c-m1c, and 35 temperature cycles wete performed for bc/-2, at eithet

55"C (bax primers) or 60oC (bc/-2 and c-nJC primers) for 30 s,72"C for 30 s and 94oC fot

30 s. Âftet the last cycle, a final extending steP at 72"C for 5 min was added.

The products were electrophoresed on 7.5o/o agarose gel and visualized by

ethidium bromide staining. Signals were anzlyzed by densitometry and data were

expressed as the ratios of the transcripts corresponding to the c-n1tc gene to the control

gene, gapdh. At least, three independent experiments using different batches of SHE cells

were carried out to study gene expression. The mean values (+/- S.E.M; standard eftor

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 teated cells were evaluated with the Student's /-test. Diffetences

were consideted to be signiûcant if P<0.05.

3. Results

3.1. Cell transformation

2,4-D was tested in four independent experiments at concentrations ranging ftom

1, pg/rnI- to 5 pglml.

2,4-D induced morphological transformation (luIT) of SHE cells (figutes 1, & 2,

table 3) at the concentrations of 2.5 and 5 pg/rnI- (P<0.01). MT was incteased in a dose

dependent manner with2.4o/o and3.8o/o ̂t2.5 Wg/tL and 5 Wg/d- tespectively (P<0.01)

(fig"t. 1 and table 3). The positive ttend of the MT-dose telationship was shown to be

significant with the Armitage test (p<10-s;. No change on cloning efficiency was observed,

indicating no cytotoxic effect of 2,4-D at these concentrations. 2,4-D (5 pr.g/ml) was as

efficient as the positive control benzo(a)pyrene (BuP) (1 ytg/ml'), to induce cell

transformation (figute 1).

I 2,5

2,4-D (ttSlmL)

l-1 Transformation rate (o/o) + Clonang effi ciency (o/o)

Effects of 2,4-D (1 pglmL, 2.5 pg/mL and 5 pglml) on cloning efficiency (CE) and
transformation frequency in the SHE cells seeded at clonal density in the MT assay.
x Transformation rate significantly different from the respective control (P < 0.01).
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2,4-D treatment (pglmt) Clonlng efflclency (o/o) Transformed colonaes

0.8
7.2
2.4*
3.8+

28.2
20.2
24.2
24.8

0
I
2.5
5

L3lt732
10/819

4211782
6811786

DMSO (0.02olo)
BaP (1pg/mL)

35.2
27.4

L0lr372
211641

0.7
3.1r

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 (P < 0.01).

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

DNA fragmentation

Microscopic examinations of SHE cells exposed to low 2,4-D concenttations

(1 to 5 pg/m-L) 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 chancteized by

condensed chtomatin and ftagmented DNA (figute 3).

4 a -
I - ) f



Résultats

S30
:qr
I
!, 20

.J

â
.J

lt
ê
I  rn

it

Control rUg/ml 2,sUg/ml SUglml SF

2,4-D

Fioure 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). x P< 0,05 vs. Con.

We also analyzed 2,4-D effects on apoptotic SHE cells. SHE cells gtown in a

culture medium depdved of growth factors (setum-free), showed typical features of

apoptosis, such as chromatin condensation and nuclear ftagmentation after 3 hr. No anti-

apoptotic effect was noted with SHE cells pte-treated with 2,4-D (1-5 pg/rnl-) for 24 h

after 3 h of exposition to a serum ftee medium (figure 4).

In a second step, we exploted effects of 2,4-D at highet concenttations

(440 - 3500 frg/rnl.). After 24 h of treatment with 2,4-D (220 - 3500 pglrnl), apoptosis

was induced at 440 pg/rnL (16%) and 1100 pg/ml Q}%o) whjle low cytotoxicity was

noted (3o/o andTo/o, at 440 pg/rnl and 1100 pg/ml concentrations respectively); Only

1,0o/o of apoptosis was observed at 2200 pg/rnl- 2,4-D; this level of concenttation was

highly cytotoxic (89o/o and 700o/o mortality, ^t 2200 Vg/d, and 3500 Vg/rrl'

concentrations, respectively) (data not shown). No effect has been observed after 5 h of

treatment (data not shown).
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Fiqure 4 : Percentage of acridine orange-labeled cells containing condensed or fragmented
nuclei obserued in under a fluorescence microscope in cells pre-treated with 2,4-D
(1 pglml, 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). x P< 0.05 vs. SF (Serum Free medium).

3.3. RT-PCR and cDNA cloning

A significant up-regulation (P<0.05) of c-m1c RNÂ was observed in cells treated

with 2.5 and 5 Vg/mI- 2,4-D (figute 5). Cells treated with 2,4-D exhibited ^

2.3-fold inctease in c-nryc RNA level aftet treatment at both concenttations tested.

2,4-D (pg/mL)

c-myc (734 bp)

gapdh (377 bp)

o.4 o.7 (*) o.7 (')
r  0,18 r 0.10 r 0,14

RT-PCR analysis for changes in c-myQ gapdh ratio.
RT-PCR product on agarose gel showing RNA expression of c-mycand gapdh genes
and densitometric quantifications of changes in c-myQ gapdh ratio, Cells were treated
for 5 hr with 2,4-D (1 pg/ml, 2.5 pglmL 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. x P< 0.05 vs. control,

2.5

2
o.3

rô':T

Fioure 5 :
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In cells treated with benzo(a)pyrene, no change ̂ t c-nJc expression was observed

(figure 6).

B{a}P {ug/mt}
DMSO 0.1 1

c-myc (734 bpl

sapdh {377 bp}

Fiqure 5 : RT-PCR analysis for changes in c-myQ gapdh ratio.
RT-PCR product on agarose gel showing RNA expression of c-mycand gapdh genes
and densitometric quantifications of changes in c-myclgapdh 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.
x P< 0.05 vs. control.

Furthermore, no change in bcl-2 and bax exptession was observed at the

2,4-D concenttations tested (1 - 5 pg/mI-) (figure 7 and 8).

actin {845 bp}

bcl-2 { 00 bp}

RT-PCR analysis for changes in bcl-2lactin ratio.
RT-PCR product on agarose gel showing RNA expression of bcl-2and p-actin genes
and densitometric quantifications of changes in bcl-2|\-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 bcl-2to
B-actin. * P< 0.05 vs. control.

bcr-? RtlA / act/n RNA

Fiqure 7 :
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2,4-D (pg/mL)

actin (845 bp)

bax {411 bp}

Fiqure 8 : RT-PCR analysis for changes in baxlactin ratio.
RT-PCR product on agarose gel showing RNA expression of bax and B-actin genes
and densitometric quantifications of changes in bax/B-adin ratio. Cells were treated
for 5 hr with 2,4-D (1 pglml, 2.5 pglmL and 5 pg/ml), Values represent means
+/- S.E,M. of separate experiments (n = 3) of the ratio of RT-PCR product of baxto
B-actin. x P< 0.05 vs. control.

The PCR products have been cloned and sequenced accotding to the ptocedure

described in Maire et al., (2004), to check that the PCR product encoded the expected

proteins BcI-2, Bax and c-Myc. The sequences of the studied genes have been submitted

to EMBL-EBI @,uropean Bioinfotmatics Institute) for registration and ate available in

http://www.ebi.ac.uk with the following accession numbers : ,,\J582074 (bd-4,4J582075

(bax), and /'j582076 (c-rytc).

4. Discussion

In this report, we demonstrated the ttansforming effect of the 2,4-D in the normal

SHE cells. An increase in c-n1c expression followed 2,4-D treatment at concentations

which induced cell transformation Q.5 Vg/rîL and 5 pg/nl-), while no change in c-n1c

expression was observed with BaP at transforming concenuation.

The proto-oncogene c-ffiJc actively participated in the control of cell proliferation.

In pdmary cel)s, c-m1c is required for the progression ftom G1 to S phase and the entry in

the S phase of the cell cycle (Heikkila et a/., 1,987 ; Obaya et al., 1,999). Its detegulated

?.5

far RHA I actln R}|A
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expression has been associated with the increase of cell prolifetation and has been

demonstrated to contribute to cell tansformation Q.Jilsson & Cleveland, 2003).

The activation of c-mJc occurred in more than 70o/o of human cancers, suggesting it could

be an essential factor of tumorigenesis (I'{esbit et al., 1999 ; Nilsson & Cleveland, 2003).

Our results coroborate the findings of several studies in which petoxisome

proliferators were also repotted to overexpress c-mJc @.I"ry et al., 1,998 ; Ge et al.,2002).

Indeed, Ge et al, Q002) demonstrated that 2,4-D and three othet petoxisome

proliferators (.\)7y-14,643, dibutyl phthalate and gemfibtozil) decreased the methylation of

the c-m1c gene in B6C3F1 mice liver. The hypomethylation of genes v/as reported as a

non-genotoxic mechanism which contributes to cancer development by promoting

aberrant grou,th-related gene expression (Szyf et al., 2004).In 2002, Takahashi et al., have

demonstrated that the acquisition of the neoplastic phenotype of SHE cells exposed to

arsenic was corelated with c-mJc overexpression and with hypomethylation of this proto-

oncogene. Similar tesults have been found in established cell lines in which cell

transformation was also related to the increase of c-n1c expression level in case of the

mouse C3H/10T1/z cell line treated urith di-n-butyltin dichloride (Patfett et al., 2000), of

the rat liver cell line TRL 7215 teated with atsenite (Chen et al., 2001) or of the

Howevet, a treatment \Mith benzo(a)pyrene did not affect c-mJc expression at

transforming concentrations, suggesting that the inctease of c-m1c exptession is specific to

2,4-D and not a general market of cell transformaion in uitm.

Alexandre eî a/., (2003) demonstrated that the inhibition of apoptosis was a

mechanism explarning cell ttansforming ptoperties of chemical carcinogens. Several

peroxisome proliferators have been reported to inhibit hepatocyte apoptosis [ames et al.,

1998 ; Roberts et a/., 1.998; Robets et a/., 2000). In this study, no effect on inhibition or

induction of apoptosis has been observed at 2,4-D concentrations which induced

morphologrcal transfotmation ; this was confumed by the absence of effects on bax and

bc/-2 genes in SHE cells.

Pure and commercial2,4-D concentrations up to 3000 fold superiot to our tested

concentrarions (1-16 mM ot 220-3500 Vg/mL, table 1) have been shown to promote

apoptosis in human lymphocytes (I{aioumova et a|.,2001b), in cetebral granule cells (De

Moliner et a1.,2002), in lymphoid organs (I{aioumova et al., 2001a) and in HepG2 cells
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(Iuschl & Schwab, 2003); it was claimed rhat 2,4-D exened its cytotoxicity by an

induction of apoptosis (I(aioumova e/ al, 2007a ; Tuschl & Schwab, 2003).

The concentrations of 440 and 1100 Vg/d- 2,4-D also induced apoptosis in SHE cells,

but at the highest concentrations Q200 and 3500 pg/rnL),2,4-D was highly cytotoxic fot

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, genetated during the synthesis of the herbicide has been taised, and said

to contribute to its possible carcinogenicity SVHO, 7984). The commercial formulations

were generally proven to be more toxic than the active components (Holland et al.,2002)

and toxicity assays on rat liver mitochondria have demonstrated that 50oh of the ovetall

toxicity of tfuee commercial formulations of 2,4-D (e.g. Agent Otange, Agent Orange

dilured 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 cleady indicates that treatrnent with the active

ingredient 2,4-D induces SHE cell ttansformation at low concentrations and could be

related to an increase of the proto-onco geîe c-n1c exptession. Our tesults on 2,4-D

expression can be corelated with the ability of 2,4-D to promote cell transfotmation.

These findings support suspicion on carcinogenic potential of 2,4-D. The normal

SHE cell system could be helpfi:l to understand mechanisms of 2,4-D, whose

toxicological studies by means of in uitro models for genotoxicity have led to inconclusive

results.
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Discr rss inn

D. DIscussloN

Ce ttavall consistait d'une part à vérifiet l'hypothèse qu'une inhibition de

l'apoptose contribuerait à I'augmentation de la transfotmation moqphologique des cellules

SHE, et d'autre p^rt, à étudiet certains mécanismes d'inhibition de l'apoptose.

Les tésultats obtenus lors de cette étude sont résumés dans le tableau IX.

Ces tésultats mettent en éuidence que :

) Ies substances inhibitices de I'apoptose que nous avofls testées, à savofu Ie zinc,

Ie fomesafen et Ie DEIIP, induisent Ia tnnsfotmation cellulaite, supportant

I'hypothèse çlue I'inhibition de I'apoptose pounait ête un facteut de Ia

ttansfomation cellulairc des cellules SI{E par ces substances.

+ I'inhibition de I'apoptose n'explique pas les effets tansformants de

cancércgènes épigénétiques de Ia catégotie des IfPPs de manièrc génénle,

puisque Ie 2r4-D, qui comme Ie DEIIP est considété comme un cancérogène

non-génotoxique et proliferateur de petoxysomes, induit Ia ftansfotmation

m orphologiq u e s ans inh i b e t I'apop to s e.

t Ie DEI{P et Ie zinc exercent leuts effets anti-apoptotiques uia une augmentation

du ntio de bcl-2/bax, deux gènes tégulateurc de Ia voie apoptotique.

) I'exprcssion de c-myc diftte selon les substances testées, suggénnt des

mécanismes dtaction de myc diverc, en téponse aux substances ttansfotmantes.

Apoptose & transformation cellulaire des cellules SHE ttaitées avec le zinc,

le DEHP et le 2,4-D.

Le zinc induit la transformation morphologique des cellules SHE,. L'induction de

la transfotmation cellulaire peut s'expliquet par les effets anti-apoptotiques du zinc dans

les cellules SHE. Ces effets ont été démontrés dans les cellules SHE rendues apoptotiques

par une déficience en facteur de croissance du milieu de culture, d'une part, et d'autre

p^rt, p^t un traitement avec la camptothécine, un inhibiteur des topoisomérases.

De ptécédents 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. à des concenttations induisant la transformation cellulaue
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(Alexandre et a1.,2000c ; 2002). Nous avons montré que le zinc inhibait I'apoptose induite

parla camptothécine, à des concentrations induisant la ttansformation cellulaire.

Le ztnc potentialise les effets transformants de deux cancétogènes, le BaP, un

cancétogène génotoxique, et le fomesafen, un cancétogène non-génotoxique.

Le zinc et le fomesafen augmentent significativement le taux de transformation,

mais augmentent aussi l'efficacitê de clonage. Les effets anti-apoptotiques du zinc et du

fomesafen pourraient être la cause de I'augmentation de I'efûcacité de clonage.

p21 ailleurs, un déficit de l'apoptose empêcherait l'élimination des cellules altérées et

contribuerait à l'augmentation du nombre de colonies transformées.

Quant arr BaP, la diminution de l'efficacité de clonage lors des essais de

transformation cellulaire montre qu'il a un effet toxique. La diminution de l'efficacité de

clonage peut également résultet de l'activité apoptotique du BaP, confirmânt ainsi son

activité tépressive sur la ctoissance des cellules et sut la fotmation des colonies.

Un co-traitement avec le zinc n'augmente pas l'efficacité de clonage, mais contribue à

l'augrnentation de la transformation cellulaire en empêchant l'élimination par apoptose

des cellules génétiquement altérées pat Ie BaP.

De ces obsewations, nous avons conclu que les ptopriétés anti-apoptotiques du

zinc, powtaient ête un facteut de Ia ttansfotntation cellulairc, en empêchant I'aPoPtose

des cellules altérées et en Pefinettant leut ptoliftntion.

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 catégone des HPPs. Nous avons mis en évidence le catactète transformant du 2,4-D à

de faibles concentrations. Quant au DEHP, ses ptopriétés transforffIantes avaient dêià étê

plusieurs fois démonttées sur le système cellulaire SHE O4ikzlsen et a/., 1'993; Tsutsui e/

a1.,1993; Cruciani et a/.' 1'999).

Dans cette étude, le DEHP diminue l'apoptose induite parla pdvation des facteurs

de croissance à des concentrations induis^ntI^ transformation cellulaire (Cruciari et al.,

1,999).En 1.997, Dhalluin et a/., avuent démontré qu'un pré-traitement des cellules SHE

avec le DEHP, suivi d'une exposition à un promoteur de tumeut CIPA), inhibait

l'apoptose induite parla pdvation des facteurs de ctoissance. Nous avons démontré dans
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cette étude, que le DEHP appliqué seul, dirninue également l'apoptose des cellules SHE.

Ces résultats sont en accotd avec de nombreux travaux ^yaît montré les effets

anti-apoptotiques du DEHP à la fois dans des conditions in uiuo et in ùitm Çames et al.,

7998 ; Roberts et al., 2000; Kang et a/.,2002)-

Les concentrations de 2,4-D qui induisent la transfotmation cellulaire, n'ont

monué aucun effet inhibiteur ou inducteur sut l'apoptose. Plusieurs études avaient

montré qu'à de fortes concentrations (1-16 mÀ0, Ie 2,4-D induisait I'apoptose dans divers

types cellulaires (ymphocytes humains, cellules HepG2, cetebral granule cells), et il a été

avancé que Ie 2,4-D exerçait sa toxicité uiaune induction de I'apoptose (I(aouimova et al.,

2001,a et 2001b; De Moliner et a/.,2003 ; Tuschl & Schwab,2003)- Nos ffavaux ont

monffé qu'à la concentration 2 et 5 mM, le 2,4-D induisart l'apoptose des cellules SHE,

conf,tmant les résultats de la littérature obtenus sur d'autres types cellulaires. Cependant,

ces effets sont sans rappon avec les effets transfotmants dt 2,4-D, et l'on peut

s'interroger sur la signification de ces résultats à de si fortes concenttations.

Les tésultats obtenus sur Ie zinc et le DEI{P démontrent I'inhibition de I'aPoptose

à des concentations qui induisent Ia tansfotmation cellulairc, et nous Peflnettent de

suspectet que I'inhibition de I'apoptose est un facteut de Ia nansformation cellulaite.

il est éuident que I'inhibition de I'apoptose n'est qu'un des mécanismes de Ia

ûansfotmation cellulaite. L'exemple du 2r4-D et du DEIIP illustrc bien Ie fait que des

substances apparentées sut Ia base de ceftains effets biologiques (IIPPs' PPARs'

cancérogènes épigénétiques...) divetgent sur d'autes aspects de lew plofrI

toxicologique, et que d'auûes mécanismes entteflt en ieu dans Ie Plocessus de

ttansfotmation cellulairc. Même si Ie 2r4-D et Ie DEI{P présentent des similitudes sut Ie

plan mécanistique, Ie 2r4-D est dépourva des effets anti-apoptotiques manifestés par Ie

DETIP.

Implication de bcl-2 et bax dans Ia régulation de I'apoptose paf les

substances étudiées.

Les protéines BcI-2 (anti-apoptotique) et Bax (pro-apoptotique) participent

activement au contïôle du processus apoptotique, et le ratio de ces deux protéines

conditionne l'entrée de la cellule en âpoptose.
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Dans cette étude, un traitement avec le zinc augmente l'activité uanscriptionnelle

de bcl-2 et diminue celle de bax, ce qui a été confirmê pu l'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 l,action des endonucléases responsables de Ia fragmentation de |ADN'

Plusieurs études avaient ensuite montfé que le zinc agissait en amont de la ftagmentation

de I,ADN en inhibant l'activation de caspases, notamment les caspase-3, -6 et -9 Qerry et

at.,7997b ;Tzmwa et a1.,2002). Notre étude conforte les résultats obtenus pat Fukamachi

et al., en 1998 et pat Ganju & Eastrnan en2003, suggérant que le zinc agyatt bien avant

l,activation des caspases et de la fuagmentation de I'ADN, pat Ia régulation de protéines

impliquées dans la voie apoptotique mitochondriale'

Nous avons montré que la camptothécine induisait l'apoptose des cellules SHE par

une augmentation de la transcription de bax et une diminution de la transcription de bcl-2'

Les mod,ifications obtenues sur l'exptession de bax et bc/-2 sont liées à la protéine P53.

L,apoptose induite par la camptothécine dans les cellules SHE est Ps3-dépendante

(Alexandre et a/.,2000). Le gène &ax possède un élément de réponse à P53 dans son

promoteur ce qui peïmet à P53 d'activer sa transctiption, et inversement, P53 peut

également réprimer I'expression de bcl-2 (fhotnborow & Manfredi, 1999 ;Dlzmini et al',

2004 ; Heiser et al',2004; Hofseth et a1.,2004)'

Le zinc inhibe les effets apoptotiques de la camptothécine en augmentant le ratio

bcl-2/bax,c'est-à-d.ire en manifestant des effets inverses à ceux de la camptothécine sur

l'exptession de bax et de bcl-2'

De même que la camptothécine, le BaP induit l'apoptose et stabilise P53 Q{o et al.,

2004). Toutefois, nous n'avons pas observé d'augmentation de I'expression àe bax dans

les cellules traitées avec le BaP, ni d'effets du zinc sur les effets apoptotiques du BaP'

II await été intércssant d'étudiet les effets du BaP sut bcl'2, compte tenu de ses

effets comme pertwbatews de Ia voie apoptotique mitochonddale, raPPortés dans Ia

Iitténtute, et notamment son implication dans Ia diminution de I'exptession de bcl-2

(Ko et a1.,2004). Ces Ésultats setaient à explorct dans les cellules SIIE'
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Discussion

Les mécanismes de Égulation de I'exprcssion de bcl-2 et de bax par Ie zinc testent

à éIucidet, II a été monté que Ie zinc augmente Ia transcdption de gènes contenant des

domaines spécifrques en doigts de zinc (Dteosti et al., 2001 ; Truong-Tnn et a1.,2001).

A note connaissance, aucufle étude n'a npporté que bcl-2 ou bax contenait un éIément

de téponse aux métaux dans son ptomoteur.

L'induction des métallothionéines a également été suggérée conrme pouvant êtrc

à I'origine des effets anti-apoptotiques du zinc, Cependant, I'induction des

métallothionéines nécessite un pté-tnitement par Ie zinc, et n'explique pas les effets

anti-apoptotiques dans Ie cas d'une co-exposition (Shimoda et al.r 2003).

L'étude mécanistique des effets du DEHP sur les cellules SHE a montré que le

DEHP augmentait la transcription de bcl-2. Conttairement at zinc,le DEHP ne diminue

pas l'expression de bax.

L'inhibition de l'apoptose p^r les ptoiiférateurs de peroxysomes (DEHP,

.Wy-14,643, 
nafénopine, ...) a souvent été associée au récepteur PPARcr. En effet, les

effets apoptotiques des proLiférateurs de pefoxysomes ne sont pas observés dans les

hépatocytes de rongeuts dépourvus de técepterus PPARcT (Hasmall et a/.,2000).

L'altér.aion des protéines de ia famille BcI-2 a également été désignée comme un

facteur de l'hépatocancérogenèse chez les souris (Christensen et al., 1999). Ainsi, chez les

souris, Ie proliférateur de peroxysomes, Wy-14,643, augmente l'exptession des ptotéines

anti-apoptotiques BcI-2 et BAG-I, de Ia même façon que le DEHP (Christensen et al.,

1999). Dans les hlrneurs (adénomes) résultant d'un traitement à long terme pat le

'Wy-74,643, 
I'expression de Bcl-2 est augmentée dans plus de 80% des cas (Christensen a/

al.,1.999).

Les Ésultats obtenus avec Ie DEI{P ont monûé que bcl-2 intetvenait dans

I'inhibition de I'apoptose pat les ptoliftnteuts de peroxysomes.

II await été intércssant de védfrer si Ie fomesafen, en tant que IfPPs, inhibiteur

apoptotique et inducteut de Ia tansformation cellulairc, modifrait également I'exptession

de bcl-2.

A I'invetse des autes IIPPs testés, Ie 2r4-D n'a aucun effet sut I'apoptose' ce qui a

été conoboté pat I'absence d'effet sut bcl'2 et bax.
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Discussion

Nous ne savons pas commeflt les membrcs de Ia famille BcI-2 sont Égulés par les

ItPPs. Les gènes de cette famille poutraient contenfu Ia séquence PPRE dans leut

ptomoteut et ainsi ête Égulés uia I'activation des PPARs. Si Ia plupatt des ptoliftnteuts

de percxysomes activent les PPARs, il sembletait que dans Ie cas du DEIIP' Ie PPARa et

Ie PPARy soient ptéfetentiellement activés pat Ie métabolite du DEIIP' c'est-à-dirc, Ie

MEI{P. Quant au 2r4-D, peu de tavaux concement Ia dation 2,4-D/PPARs. En 1999'

Maloney et Waxman, ont npporté que Ie 2,4-D n'activait ni Ie PPARa et ni Ie PPARV et

ils avaient supposé que les métabolites du 2,4-D (glucorcnides, glycine, coniugués de Ia

tawine...) poutaient activet les PPARs. A note connaissance, ces tésultats n'ont pas été

confrrmés.

Lors de cette étude, nous n'avons pas pu apporter la preuve ditecte que le

zinc et le DEHP inhibaient l'apoptose dans les colonies du test de ttansformation

cellulaire, c'est-à-dire, obtenues après ensemencement des cellules en densité clonale

(150 cellules/boîtes, soit 20 cellules/ml de miJieu). En effet, les essais permettant la

détection d'un phénomène apoptotique ou anti-apoptotique (mictoscopie en

fluorescence, DNA ladder, RT-PCR, Western blotting) nécessitent de pouvoir disposet

d'une mâsse de cellules SHE, et la faible quantité de matédel biologique disponible dans

les colonies transformées, est un facteur limitant dans la mise en æuvre de ces essais.

L'adaptation au test de tansfotmation cellulaire des techniques utilisées dans

cette étude ou Ia mise en (Euwe de nouvelles techniques, comme I'immuaohistochimie

ou Ie développement de techniques telles que Ie DNA/RNA microattays, qui ne

nécessitent qu'une faible quantité de cellules, flous Peflnettaient d'apptéhendet les

mécanismes génétiques mis en ieu.

Différence de ltexpression de c-myc en réponse au traitement par le zinc, le

DEHP etle 2,4-D

Toutes les substances que nous avons testées induisent Ia transformation

moqphologique des cellules SHE. Des travaux sur différents types cellulùes en culture

(SHE, rat liver cell line TRI-1,215, C3H/tgrtz et BAIB/3T3) ont démontré que la

suï-expression de c-mJC pouvait être corrélée avec I'acquisition du phénotype néoplasique
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(Ebert et al., 7990 ;Pafien et al., 2000; Chen et a/., 2007 ; Fang et al., 2002 ;Tzkzhashi et

al.,2002).

Dans notre étude, l'expressio n de c-n1e s'est révélée ttès différente selon les

substances étudiées.

Les traitements avec Ie zinc et le BaP ne modifient pas l'expression de c-n1c,

suggérant que la dérégulation de c-m1c n'intervient pas dans les premières étapes de la

transformation cellulaire induite par ces deux substances. Toutefois, il existe tout de

même une relation entJe le zinc et c-nJc, puisqu'en l'absence de facteur de croissance, le

zinc est capable de maintenir I'expression de c-nJC, normalement téprimée dans ces

conditions (Alexandte et a/., 2002).

Une augmentation de l'expression de c-mJC a été observée aux concentrations

auxquelles le 2,4-D induit Ia transformation morphologique des cellules SHE.

Ces résultats sont en accord avec les études ̂ y^ît montré qu'un traitement avec certains

proliférateurs de peroxysomes êtut conélé à I'augmentation de c-m1c @.l"ty et a/., 7998 ;

Ge ela1.,2002). La modification du ptofil de méthylation de I'ADN a été désignée comme

pouvant être la cause de la suî-expression de c-mJc suite à un tTaitement avec des

prolifétateuts de petoxysomes types comme le Wy-14,643 (Ge et al., 2002).

Quant au DEHP, on pouvait s'attendre à ce que I'exptession de c-my soit

augmentée de la même façon qu'avec le 2,4-D, compte tenu de leuts similitudes sut le

plan mécanistique, en tant qu'inducteurs de la transformation cellulake et proliférateuts de

peroxysomes. Lors de nos expédmentadons, nous avons observé au contraire, que le

DEHP diminue l'exptession de c-m1tc.

On peut en déduire que la dérégulation de I'expression de c-m1c cofiune facteur de

uansformation cellulùe n'intervient pas dans les étapes ptécoces de la ttansformation

morphologique des cellules SHE par le DEHP. Nous n'excluons pâs le fait que

l'expression de c-mjc pourrait être augmentée dans les phases tatdives de la uansformation

cellulaire, ce qui serait en accotd avec ses propriétés ptoliférattices et transformantes,

observées dans les lignées cellulaires transformées'

Dans notre érude, il semblerait plutôt que l'expression de c-mJc dans les ptemières

étapes de la transformation cellulùe soit corrélée à l'inhibition de l'apoptose. Nous avons
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montré des effets antagonistes de c-nJC et bcl-2, puisque l'exptession de c-n1t diminue

tandis que celle de bcl-2 augmente.

La plupart des études ont montré que la sut-expression de c-m1c pouvait être

associée à I'induction de I'apoptose @van et a1.,1992; Thompson et a/.,1998 ; Vermeulen

et al., 2003). Inversement, Ia diminution ou la supptession de c-n1c a également été

impliquée dans I'inhibition de I'apoptose, ce qui est en accotd avec les résultats que nous

avons obtenus avec le DEHP (Dorg et al., 1.997 ; Canelles et al., 1.997 ; Genestier et al.,

1,999 ;Adachi et a1.,2001,; Sarkar et a/.,2003).

La coopération entre c-mJc et les membres de la famille de protéines Bcl-2 lors du

processus apoptotique a plusieuts fois été mise en évidence, mais les mécanismes de cette

interacrion ne sont que partiellement élucidés (Bissonnette et al., L992; Fanidi et al., 1992;

Mitchell et a1.,2000; Soucie et a1.,2001 ;Jurn et a1.,2002; Klefstrom et a1.,2002)'

Le gène bax conient dans son promoteur un élément de réponse à c-mJc

(E-box séquence) et il a été démontré que bax pouvut être acivê par c-mJrc Qt[ttchell et al.,

2000). Dans notre étude sur le DEHP, l'exptession de bax teste stable, ce qui est en

accord avec le fait que I'expression de bax fle peut êtte activée p^t c-mJC, puisque

l'exptession de c-n1c diminue.

Nous ne savons pas si bcl-2 possède également l'élément de téponse à c-m-yc, mtts

cela serait tout à fait possible, compte tenu des homologies de séquences existant entre les

membtes de la famille Bcl-2.

L'étude de I'exptession de c-myc a monûé des diffitences efl réponse aux

ttai tem en ts pat des s u bs tances tansfotm antes.

Dans les prcmièrcs étapes de Ia tnnsfotmation motphologique induite par Ie zinc

et Ie BaP, iI semblenit que c-myc ne soit ni impliqué dans Ia prcIifention cellulairc, ni

dans lrinhibition de I'apoptose, puisque son exprcssion rcste inchangée. Pat conte'

I'augmentation de c-myc obsetyée lots du taitement avec Ie 2,4'D, poutrait ête un

facteut de Ia trunsfomtation cellulafue induite pat Ie 2r4-D,

Les résultats obtenus suite au tnitement avec Ie DEIIP' suPPosent que

I'expression de c-myc ne setait pas augmentée dans les prcmiètes étapes de Ia

transfonnation cellulaire, mais au contaite que sa diminution contibueait à I'inhibition

de ltapoptose. Nous n'excluons pas Ie fait que I'expression de c'myc pounait être

augmentée dans les phases tardives de Ia tansfonnation cellulaire, ce qui setait en
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Discussion

accotd avec ses propriétés prolifetatdces et tansformafltes, observées dans les lignées

cellulaires tans fonnées,

Biodisponibilité des substances testées, et notamment du zinc.

Lors des expérimentations in uitm, on se heurte au problème de la biodisponibilité

des substances dans le milieu de cultwe, pout I'extrapolation des tésultats obtenus in uitro

âu contexte in uiuo, et notamment dans le cas du zinc.

La question posée est celle de la signification des effets du zinc in uitm, et de leur

transposition au contexte iru uiuo. En effet, Ies concentrations intracellulaires de zinc

n'excèdent pas 20 pM. On peut considétet que les concenttations de 100 à 150 PM,

auxquelles nous avons obtenu des effets transformants, sont largement supétieures aux

concentrations physiologiques. En fat,les concenttations nominales ne cortespondent

pas aux concentrations biodisponibles, compte tenue de l'adsorption du zinc pat les

protéines sériques du milieu de cultute, qui diminue considérablement les concenttations

réellement biodisponibles in uitro. En effet, nous avons pu montref que la concentration

en zinc était diminuée de 50% dans un milieu supplémenté par 1,2-75o/o de sérum de veau

fcetal (Alexandte et a1.,2000c).

Par exemple, dans un milieu complété à 1.5%o de sérum, 300 pM de zinc sont

nécessaires pour inhiber I'apoptose induite pat la camptothécine (Alexandre et a/., 2000a),

tandis que dans un milieu à 5oh de sérum, 150 pM de zinc suffisent à inhiber les effets de

la camptothécine. Toutefois, pout les essais de transformation cellulaire, Ia concentration

de 5oh de sérum est insuffisante porrr assurer le clonage cellulaire de ces cellules primaires

ou secondùes.

Ceci pourrait expliquer l'incapacité du zinc à inhibet l'apoptose induite pat le BaP

et paï conséquent, à modifier I'expression de bax, cat lots de ces premiers essais, Ia

concentration de sérum utilisée était de 75o/o. A ce taux de sérum, le zinc n'est pas

suffisamment biodisponible pour inhibet l'apoptose induite par le BaP.

Des essais complémentaires à des concentrations en sérum inférieutes à 75o/o,

seraient nécessaires, aftn de vérifier les effets anti-apoptotiques du zinc sut l'apoptose

induite par le BaP.
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CoNCTUSIONS BT PBNSPECTIVES

Le but de ce vavail. consistait d'une part, à étudier l'hypothèse qu'une défaillance

des processus apoptotiques favoriserait la transformation cellulaire, et d'autre pat, à

élucider certains des mécanismes moléculùes de substances inhibitrices de l'apoptose.

Ce tavall a êtê réahsé sut les cellules embryonnaires de hamster Syden. Ces cellules

permettent d'étudiet les stades précoces de la transformation cellulaire, mais aussi le

comportement de cellules normales face à des substances potentiellement cancétogènes.

. Dans la première partie de cette étude, nous avons mis en évidence que

toutes les substances anti-apoptotiques testées, à savoir le zinc, le DEHP et le

fomesafen, induisaient la transformation morphologrque des cellules SHE.

Les résultats obtenus confortent I'hypothèse qu'un traitement avec des substances

anti-apoptotiques augmenterut Ia viabilité de cellules altétées, et contribuerait à

l' augmentatio n de la trans formation cellulaire.

. Les expérimentations réalisées avec le 2,4-D, une substance paftageânt des

propriétés cofirnunes a.vec le DEHP (cancétogène non-génotoxique et

proliférateur de peroxysomes), ont montré que le 2,4-D augmentait la

transformation morphologique des cellules SHE mais sans inhibet l'apoptose.

Les mécanismes de la transformation cellulaire induite p^r des cancérogènes

non-génotoxiques sont divets et ne sont pas uniquement liés à un

dysfonctionnement du processus apoptotique. Inversement, l'absence d'effets au

niveau apoptotiqu e ne galafrtit pas l'absence d'effets transfotmants.

l-ors de æs expérimentations nll.ts n'aunns pa établir qa'une relation entre /es efets transforrzant

de ces substances et har inplication dans la perturbation da proceras apoptotique, puitque les techniques

uti/isées dans ceîte étude ne nous perrzettent pas d'étudier |apoptose dans des ce/lules ensemencées en

densité clonale. Des expéimentations ahéieures seraient nécessairet afn d'adapter les techniques d'étude

de I'apoplose aux conditions du test de lranslforrzation cel/ulaire.
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Conclusions et Petspectives

. La seconde patie de cette étude avait pour but d'étudiet certains

mécanismes de l'inhibition de l'apoptose par le zinc et le DEHP. Nous avons

montré que ces substances exetçaient leurs effets anti-apoptotiques uia une

augmentation du r:ldro bct-2/bax, suggérant que ces substances pertffbetaient Ie

fonctionnement de la voie âpoptotique mitochondriale. Des diffétences ont

toutefois été observées, puisqu e le zinc augmente à la fois l'exptession des gènes

bcl-2 etd.irninue celle de baxtandts Ie DEHP augmente uniquement l'expression de

bcl-2.

Des études conplémentaires seraient néæssaires afn de uérifer si bcl-2 eî bax contiennent dart

leur prvmoteur un élénent de Éponse aux métaux, qui pounait expliqaer I'augmentation de bcl-2 et la

diminution de bax, en réponse à un traitement par le {ne

L'étude de lbxpression d'autrvs menbres de Ia fanille Bcl-2, czmne BcLxL ou les prutéines

pta-ap1ptntiquet BHj, au niueaa transcriptionnel et post-îrantcriptionnel, serait atile pour approfondir

les nécanismes anti-apoplotiques du {nc et du DEHP.

Conpte tenu des ffits obterués sur les gènes regulaîeurs de la uoie apoptotique mitochondiale, il

serait éga/enent intéressant d'observer les conséqaences de ces ffitL aa niueau des protéines mitochondriales

(par exenple le rytochmme c), qai participent à la pronotion du pmcessas apoptotique, et dont I'actiuation

est sous le conhôle de lafanille desprotéines Bc/-2.

. Lors de nos expérimentadons, l'étude de l'expression de c-mJlc s'est révélée

très différente en réponse aux substances transfomantes testées.

. Tout d'abord, l'augmentation de I'expression de c-my pourait être un

facteur de la transformation cellulaire. Cependant cette relation n'a seulement été

observée avec le 2,4-D. En effet, ni le zinc, ni le DEHP, ni le BaP n'ont montré

d'augmentation de c-mJc, suggétant que l'augmentation de c-m1c n'intervient pas

dans les premières étapes de la transformation cellulaire induite pat ces substances.

La relation enue le zinc et c-nJc mérite d'êtte étudiée. Si le zinc, dans les conditions

de culture normales ne modifie pas l'expression de c-mJC, il maintient au conttaire

l'expression de ce proto-oncogène, normalement tépdmée en l'absence de facteuts

de croissance.
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Conclusions et Petspectives

' L'expression de c-mJc diminue suite au traitement avec le DEHP,

patallèlement à l'augmentation de I'exptession de bcl-2. Nous avons supposé que

l'expression de c-mJc était corélée avec l'inhibition de l'apoptose, et qu'en

conséquence, c-mJc pourait intetagit avec certains gènes de la voie apoptotique

mitochonddale.

Ces résultats montrent que l'implication de c-rz1c dans l'apoptose et dans la

uansformation cellulaire, est uès complexe.

Dans /e cas de la sar+xpnssion de c-mlc par /e 2,4-D, des études complémentaires seraient utiles

afn de détenziner les mécanisnet qui actiuent c-m1c. L'étude da pnfil de nétfutlation de IADI,{

poanait être enuisagee, compte tenu des Ésultats de la litlérature qui ont montré que l'hlpométbllation de

c-nJc, en reponse à ceftains pruly'ératears de peroxysomeq pouuait être corrélée à /'augmentation de son

expression.

Les nécanismes d'action de c-m1c /ors da processas apoplotique nécessiteraient d'être approfondis

afn de comprendre comment bc/-2 et set honologues coopèrent auec c-nlcpendant I'apopîose.

Les mécanismes de contrôle de l'expression de c-///Jc diffèrent selon les types

cellulaires, ainsi qu'il tessott de nos résultats et de ceux de la littérature.

Il est essentiel de travaillet avec des cellules normales porrr étudier les étapes

précoces de la cancérogenèse. En cela, le modèle cellulaire SHE fownit un modèle

pertinent et très utile pour les études de toxicologie fondamentale et des mécanismes de la

cancétogenèse.
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Annexes

ANNEXE 1

Comparaison de la performance du test de transformation morphologique des

cellules SHE avec les tests de génotoxicité et de cytogénétique classique

(OCDE., 200I ;Vasseur et aI., 2004).

Mouse Aberations

Concotdance
Sensibilité
Spécificité
Prédictivité positive
Prédictivité négative

Faux positifs
Faux néeatifs

Lymphoma
L51,78Y

78%
93 %o
39%
79%
69%

7%
67 o/o

chromosomiques
(ABS)
in uitro
62%
61. o/o

63 o/o

77%
45 o/o

39 o/o

3 7 0

Mictonoyaux
(IvrN)
in aiuo

50%
48%
58%
80%
25%

52 o/o

42 o/o

57 o/o

38%
82%
83%
36%

62 o/o

18 o/o

Concotdance : pourcentage de corrélation entre l'expérimentation in uiuo et in uitro (a+b)/(a+b+c+d)*100

Sensibilité : Pourcentage de cancérogènes qui sont trouvés positifs en transformation cellulaire

(a/a+c)*100

Spécificité : Pourcentage de non-cancérogènes qui sont trouvés négaufs en transformation cellulaire

(d/b+d)*100

Ptédictivité positive : Pourcentage de positifs en transformation cellulaire qui sont cancérigènes

(a/a+b)*1,00

Prédictivité négative : Poutcentage de négtifs en transformation cellulaire qui sont non-cancédgènes

(d/c+d)*100

Faux positifs : b/b+d

Faux négatifs: cf a*c

Ia uivo
fa uiao Cancérogènes Non-cancérosènes

T a

c

b
d

1,76
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ANNEXE 2

Composition du Milieu de Eagle Modifié par Dulbecco (DMEM)I

CaCl, (anhydte)
FeQ.,lOr) 9H2O
KCI
MgSOo (anhydre)
NaCl
NAH2PO4 H2O

D-Glucose
Pyruvate de Sodium

L-Argunne HCI
L-Cystine 2Hr0
L-Glutamine
Glycine
L-Histidine HCI HrO
L-Isoleucine
L-Leucine
L-Lysine HCI
L-Methionine
L-Phénylalanine
L-Sérine
L-Thréonine
L-Tryptophane
L-Tyrosine (sel dissodique)
L-Valine

Pantothénate de Calcium
Chlorute de Choline
Acide folique
I-inositol
Nicotinamide
Pyridoxine HCI
Riboflavine
Thiamine HCI

200,00
0,10

400,00
97,67

6400,00
1,25,00

1000,00
15,00

.i :.,"1'
84,00
62,77
584,00
30,00
42,00
105,00
105,00
746,00
30,00
66,00
42,00
95,00
16,00
1.04,1.8
94,00

4,00
4,00
4,00
7,20
4 0 0
4 0 0

0,40
4,00

I Le milieu DMEM utilisé correspond au miljeu DMEM en poudre no 31600 de chez Gibco/Life Technologies

commandé sans rouge de phénol.

1,77




