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The difficulty lies, not in the new ideas, but in

escaping the old ones, which ranify, for those

brought up as most of us have been, into every

corner of our minds.

Rudyard Kipli^A 1,865-1936
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INTRODUCTION

La production sans cesse croissante de produits chimiques à usages
industriel, alimentaire et thérapeutique pose avec acuité le problème de la pollution
de I'environnement et surtout de leur incidence sur la santé de I'homme. De très
nombreuses études ont été mises en oeuvre pour déterminer la toxicité de ces
produits chimiques et détecter leur éventuel pouvoir mutagène et cancérogène. Alors
que la compréhension du mécanisme d'action des cancérogènes génotoxiques a
bien progressé à I'aide des nombreux tests de mutagénèse, peu de données existent
sur I'action des cancérogènes non génotoxiques. Ces substances agiraient de façon
indirecte sur I'ADN, mais des perturbations au niveau cytoplasmique et membranaire
seraient primordiales. Actuellement, il existe peu de méthodes à court terme pour
détecter et répertorier de façon rigoureuse ces cancérogènes et il est impossible de
savoir si ces substances peuv€nt représenter une source de danger potentiel pour la
santé humaine.

Une des principales modifications biochimiques intervenant dans le processus
épigénétique de la cancérogénèse est l'action des substances non génotoxiques sur
les polyamines. Ces molécules jouent un rôle fondamental dans la croissance et la
ditférenciation cellulaire, et leur biosynthèse est contrôlée par une enzyme-clé,
I'ornithine décarboxylase (ODC). Lapplication topique de I'ester de phorbol (TPA)
cancérogène épigénétique, entraîne régulièrement sur la peau de souris : réaction
inflammatoire dermique et stimulation de I'ODC dans les cellules cibles épidermiques -
et à plus long terme formation de tumeurs. ll est également démontré que I'ODC
épidermique est modulé par des substances tels que des anti{nflammatoires et le
traitement par de tels composés inhibe la formation tumorale.

L'ornithine décarboxylase a donc été considérée comms un marqueur
biochimique de la transformation tumorale des cellules cibles. Mais son mécanisme
d'induction par le cancérogène TPA et surtout sa modulation par des substances
xénobiotiques nécessitent encore des études plus approfondies.

En contre-partie, une meilleure compréhension du mécanisme d'action du TPA
pourrait aider à la mise au point de tests biochimiques permettant de détecter les
cancé rogè nes épi gé nétiques de notre envi ronne ment.

Pour mieux connaître le mécanisme d'action spécifique de I'ester de phorbol
sur les cellules cibles en dehors de toute intérastion des cellules environnantes, nous
avons étudié ce mécanisme sur des modèles dn aitro conslitués par des cellules
épithéliales et des cellules de type fibroblastique, proches de l'état normal ainsi qu'à
diffé rentes étapes de transformation.
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Sur ces modèles, nous avons déterminé les modifications survenant dans
I'induction de I'omithine décarboxylase intrarellulaire. Une part importante du travail
sera consacrée à l'étude de la régulation de I'ODC tant au niveau génomique que
cytoplasmique.

I . ETUDE IN VIVO DE LA CANCEROGENESE CUTANEE : EFFET DU
PROMOTEUR TPA.

1.1 - La cancérogénèse en deux phases : Initiation et Promotion

La première relation entre une substance chimique et le développement d'une
tumeur fut rapportée en 1775 par un médecin londonien sir Percevat Pott qui a
signalé la fréquence du cancer du scrotum chez les ramoneurs. C'était le premier
cancer professionnel et le premier cancer à cause chimique. En effet le
développement de ce cancer était attribué à I'iritation de la région par des vêtements
imprégnés de suie et de goudron (Redmond, D.E., 1970). Plus tard, de nouveaux casi
de cancers cutanés furent signalés chez les ouvriers manipulant le goudron de
houille, I'huile de paratfine ainsi que l'huile de coupe dans plusieurs régions de
France (Thony, C. et Thony, J., 1g7O).

Ces observations de cancers cutanés chimio{nddts ne furent confirmées
qu'au début du siècle par les premières expérimentations de cancérogénèse animale
réalisées par Yamagiwa et lchikawa (1915) qui réussirent à induire des tumeuni en
badigeonnant les oreilles de lapin avec du goudron de houille. Ces études furent .
;ursuivies par Kennaway et son école en 1924 qui isolèrent la partie la plus active

du goudron de houille : les hydrocarbures polycycliques aromatiques (PHA). Cette
équipe identifia et synthétisa le composé le plus actif, le benzo(a)pyrène, produit très
largement utilisé depuis dans les études fondamentales de cancérogénèse chimique.

Un des faits importants liés à la cancérogénèse cutanée expérimentale est le
concept de la cancérisation en 2 étapes. L'existence de ces 2 phases fut mise en
évidence par les expériences de Deelman (1923), qui consistaient à traiter par du
goudron de houille la peau de souris préalablement lésée par scarification. ll constata
que les tumeurc cutanées se développaient de préférence autour ou sur les
cicatrices. En 1939 Twort, J.M. and Twort, C.C., réussirent à induire des tumeurs
avec I'acide oléique sur la peau de souris prétraitées avec du benzo(a)pyrène (BaP).
Ces résultats furent confirmés sur le lapin et la souris par d'autres auteurs qui ont
appliqué dans une première phase le BaP, suivi dans une seconde phase plus
longue par du BaP ou du goudron de houilte ou enfin, par de I'huile de croton
(Berenblum., 1941 ;Rous et Kid., 1941). D'autres études de cancérogénèse en deux
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étapes furent également réalisées sur d'autres tissus notamment le foie, la thyroiUe
ou la vessie de rat (Chouroulinkov., 1978). Friedwald et Rous (1944) postulèrent que
"la cancérogénèse se compose d'un processus d'initiation, responsable de la
conversion des cellules normales en cellules tumorales latentes et d'un processus de
promotion par lequel ces cellules tumorales latentes se développent en tumeuf.

Mais le concept de la cancérogénèse chimique en 2 phases fut décrit par
Berenblum en 1941. ll montra qu'un traitement séquentiel de la peau de souris avec
du BaP (à faible et unique dose) et de I'huile de croton (en traitement répétitif)
produisait une forte augmentation des tumeurs cutanées et un raccourcissement du
délai d'apparition, alors que les deux produits seuls étaient peu actifs. Cette
conception de la cancérogénèse chimique en 2 phases en fonction du temps
d'application peut être schématisée dans le tableau ci-dessous :

Initiation Promotion
immédiate tardive

Initiation Résultats

* * t t tumeurs
tumeurs

+ : initiation par le benzo(a)pyrène à une dose trop faible pour induire des tumeurs.
* : promotion (huile de croton) : applications multiples à long terme.

Selon ce schéma, il est nécessaire que la promotion suive l'initiation, des
tumeurs pouvant être obtenues même si la promotion a lieu plusieurs mois après
I'initiation.

Les propriétés des initiateurs et des promoteurs ont été inventoriées comme
suit :

+

+
+
+

lnitiateurs
- peuvent être : - cancérogènes à forte dose
-sont :  -mutagènes

- une application unique

- pas de dose seuil
- forment des adduits
avec I'ADN

- etfet génotoxique

Promoteurs
- non cancérogènes
- non mutagènes
- applications multiples

et à long terme
- dose seuil probable
- ne forment pas d'adduits
avec I'ADN

- etfet non génotoxique
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- Les initiateurs (tels que BaP, DMBA, uréthane) induisent des lésions
cellulaires permanentes, additives, non détectables phénotypiquement, et
transmissibles d'une cellule à I'autre. La théorie classique veut que I'initiation soit la
création d'une lésion primaire au niveau moléculaire et de façon irréversible, c'est-à-
dire que I'initiation est liée à I'astion oénotoxique des agents (etfets non exprimés
mais transmissibles) (Chouroulinkov., 1 g7g).

- Les promoteurs : (tels que le TPA, I'huile de croton, I'acide iodoacétique,
I'anthraline, I'acide laurique...), sont des substances qui par leur action prolongée,
contribuent à I'expression de l'état initié des cellules sous forme de tumeurs visibles.
La réversibilité du phénomène est fortement dépendante de la dose et de la
fréquence du traitement (Chouroulinkov et al., 1989). Les promoteurs sont des
agents non génotoxiques.

Ge concept d'initiation-promotion de ta cancérogénèse chimique a prédominé
pendant plusieurs années ; avec les progrès réalisés dans tes domaines de la
biochimie et de la biologie moléculaire, une autre conception du mécanisme de la
cancérogénèse est apparue, notamment pour comprendre le mécanisme d'induction
des tumeurs par des substances chimiques non génotoxiques.

Des études récentes ont clairement démontré que des composés mutagènes
n'ont pas toujours d'etfet initiateur et ne favorisent pas la cancérogénèse cutanée en
2 phases (Chouroulinkov., 1990). En sens inverse, des substances classées
auparavant dans les promoteurs peuvent induire à elles seules, la formation de
papillomes et d'épithéliomas. Ces substances cancérogènes ne provoquent pas
direstement d'altérations sur l'ADN susceptibles d'entrainer des modifications
génétiques de la cellule. Leur action pourrait s'exercer sur la membrane et le-
cytoplasme cellulaire autant au niveau des cellules cibles qu'à I'encontre de certaines
catégories de cellules environnantes (Nguyen-Ba et al., 1988), c'est-à-dire qu'elles
exerceraient leurs effets par I'intermédiaire d'un mécanisme épigénétique
(Weisburger et Williams., 1982 ;Weinstein., 1988). Ceci devrait entraîner par la suite
une perturbation importante du fonctionnement des gènes, soit par stimulation,
répression ou dérépression.

Parmi les substances cancérogènes non génotoxiques, un ester de phorbol, le
12-O-tétradécanoyl-phorbol-13-acétate ou TPA, a été celui te plus utilisé pour l'étude
du mécanisme épigénétique de la cancérogénèse.

1 .2 - 1 2-O-tétradécanoyt-ohorbot-1 3-acétate ffpA).
A partir de l'essence de croton, extraite des graines de Crotot tigfium

(Euphorbiacée), Flaschentrager (1930) isola un composé de formule C2gH26o6,
renfermant un noyau diterpène cyclique et des groupements hydroxydes qu'il a
appelé phorbol. Alors que le phorbol lui-même est inactif, ses diesters possèdent un
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pouvoir cancérogène. Parmi ceux-ci, le plus actif est le 12-0-tétradécanoyl-phorbol-
13-acétate ou TPA, formé par estérification d€ I'hydroxyde en 12 par I'acide
myristique et de I'hydroxyle en 13 par I'acide acétique (figure 1).

l 7
cHs
CH.
1 6 -t sCH. te CH.

Mol êcul  e de PHORB0L I 2-0-Tétradêcanoyl  -phorbol  -  I  3-  acétate
(  TPA)

F igu re  no l

Le TPA n'a pas d'effet mutagène (négatif par le test d'Ames, Weinstein., 1980)
mais a une action initante sur la peau. ll peut être un cancérogène complet, car il
induit des tumeurs malignes chez la souris (Chouroulinkov elLazar.,1974l.

Certaines modifications structurales, telles qu'une liaison éther en 13, un
radicaf déoxy ou chloro en 20, l'ouverture du noyau cyclopropane, le passage en
configuration alpha de l'hydroxyle en 4 ou la méthylation de ce dernier, diminuent
considérablement I'activité cancérogène des diesters de phorlcol (Rochette-Egly.,
1s78).

A partir de ce modèle simplifié d'induction de tumeurs cutanées in vioo, se
sont développées toutes les méthodes multidisciplinaires ayant pour objectif commun
la compréhension du mécanisme d'induction du cancer par des substances
chimiques. Ce sont les études anatomopathologiques, la recherche des modifications
biochimiques notamment dans les fonstions enzymatiques du cytoplasme, et plus
récemment avec le développement de la biologie moléculaire, le fonctionnement et
I'expression des gènes dans le noyau.

Bien que les mécanismes exacts de la cancérogénèse par les esters de
phorbol ne soient pas encore connus, des réponses spécifiquement cellulaires et
biochimiques (Di Giovanni et al., 1988) ont pu être associées avec leur action
tumorigène sur la peau de souris. On a pu entre autre observer des altérations au
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niveau de la membrane plasmique, l'induction de nombreuses protéines

enzymatiques telle que la protéine kinase C, I'omithine décarboxylase en reldion
avec la synthèse des polyamines ou bien I'induction de ditférentes activités
protéasiques (Tableau 1 ).

TABLEAU 1 : Etfets épigénétiques des cancérogènes de type promoteur
(Chouroulinkov., 1 987).

' Etfets morpho-oatholooioues :
- i nitation (réaaion infl ammatoire)
- hyperplasie épidermique
- Tumeurs bégnines
- Tumeurs malignes

' Etfets biochimioues sur , (
- SyttfÈse des polyamines I- Synthèse ADN, ARN et protéines I Sfimutation
- Synthèse des phospholipides membranaires I- Synthèse des médiateurs inflammatoires I

(prostaglardines) \
- Formation probable de radicaux libres ou d'oxygène aaif
- Astivités enzymatiques

. Protéine Kinase C

. Ornithine décarboxylase

. Phospholipase A2

. Protéases

. Superoxyde dismutase (SOD)

. Catalase

'Amplification ou inhibition des gènes
' Activation des gènes "silencieux"
' Altérations de la structure et des fonctions membranaires

- Communication cellulaire
- perméabilité
- transport etc...

1.3 - Etfets induits oar le TPA sur la peau de souris.

L'application topique de TPA sur la peau de souris provoque rapidement une
réastion inflammatoire (essentiellement localisée dans le derme), une stimulation de
I'activité ornithine décarboxylase suivie pat une augmentation du taux des

{ stimutation de
( I'activité

I 
otrinution
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polyamines et après un court délai, I'apparition d'une hyperplasie par multiplication

active des cellules épidermiques (Sasakawa et al., 1985 ;Weinstein., 1988)'

La réaction inflammatoire est caractérisée par une infiltration oedémateuse,

I'apparition de leucocytes dans les vaisseaux congestionnés et I'infiltration de

polynuclaires dans le tissu conjonctif. Une des principales manifestations du TPA sur

les membranes cellulaires est I'activation du métabolisme des phospholipides. Les

phospholipides interviennent au niveau des propriétés physico-chimiques des

membranes cellulaires ; ils sont également les précurseurs de nombreux messageG;

intra et inter-cellulaires qui sont impliqués dans des phénomènes aussi ditférents que

la réponse aux stimulations hormonales, I'inflammation et I'agrégation plaquettaire

(Béréziat et al., 1988) (Figure 2).

Fioure 2 : Mobilisation et métabolisme de l'acide arachidonique.
Etfet stimulant du TPA

Promoteur
TPA PhospholipaseAZ\

! nOacvlation
. < f - - - - - - r

I

Protéines
plasmatiques

I
uoii 0".

Prostaglandines

I
I

voieLes
Leucotriènes et

des HETE

Le TPA provoque un relargage de I'acide arachidonique à partir des phospholipides

membranaires (Weinstein., 1980). L'activation de la phospholipase & (PL&) (EC-3-

1-1-4) par le TPA, conduit à l'hydrolyse de la liaison ester en position 2 du
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phosphoglycéride. ceci entraîne une cascade de réactions enzymatiques conduisant

à la synthèse des acides gras médiateurs de l'inflammation (weinstein" 1980 ;

Dodet., 1989). Schématiquement, ce sont:
- les prostaglandines, par la voie des cyclooxygénases : les prostaglandines

atfectent plusieurc enzymes-clé, telles que les ATPases, protéine-kinases, cyclases

et phosphodiestérases. Les prostaglandines pourraient exercer une fonction

régulatrice sur la croissance épithéliale, la kératinisation et stimuler la formation de

collagène (Nguyen-Ba et al., 1988).
- les leucotriènes par la voie des lipoxygénases : les leucotriènes sont

impliqués dans les réac{ions allergiques. Le mélange de leucotriènes (C4' D4' E4)

est connu en allergologie sous le nom de "slow Reacting substance of Anaphylaxis'

(SRS-A) qui provoque une constriction importante et durable des voies respiratoires

(Flower, R., 1979).
ll existe une troisième voie de biosynthèse des médiateurs lipidiques de

I'inflammation, qui aboutit au PAF ou Platlet Activating Factor'

Des études antérieures ont également montré que la proportion de tumeurs

pouvait diminuer sur des souris traitées à long terme par du TPA quand un anti-

inflammatoire (ex : déxaméthasone) était associé au traitement (Belman et Troll"

1972; Nguyen-Ba et al., 1989). A court-terme, en parallèle avec cette inhibition de

l'inflammation dermique, les auteurc ont observé une diminution de I'activité ODC

dans le compartiment épidermique.
une série d,études a élê réalisée dans notre laboratoire pour tenter de corréler

l,intensité de I'inflammation dûe au TPA et la stimulation de I'activité ODC dans les

cellules épidermiques : les etfets de ditférents inhibiteurs sur la synthèse des facteurs

inflammatoires ont été étudiés.
Les résultats ont montré clairement que :

- l,inhibition de I'inflammation dermique conduit également à une baisse de l'activité

ODC (Nguyen-Ba et al., lgBB) c'est-àdire que I'emploi d'inhibiteurs spécifiques de la

synthèse des fasteurs inflammatoires a une conséquence directe sur la réponse des

cellules épidermiques.
- I'etficacité protectrice des anti-inflammatoires étudiés (déxaméthasone,

indométacine, NDGA (cf. chapitre Matériel et Méthodes) est fonction du stade de

prolifération cellulaire.
Les événements qui corrèlent le mieux l'action promotrice du TPA sur la peau

de souris sont donc : I'industion de I'hyperplasie épidermique, la réponse inflam-

matoire dans le derme et l,induction de I'activité oDc dans l'épiderme suivie par une

augmentation de la synthèse des polyamines. Après induction de I'activité ODC dans

les cellules, une élévation du taux de putrescine se produit suivie par une

augmentation de la synthèse de I'ADN correspondant à une augmentation de I'index
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mitotique (ligure 3). Létude de I'induction de lactivité ODC est donc importante, elle

peut être considérée comme un événement essentiel de la promotion tumorale sur la

peau de souris (Sasakawa et al., 1985).

il - LES POLYAMINES (PA).

Les polyamines sont des molécules aliphatiques non protéiques, poly-

cationiques, largement distribuées dans tous les organismes vivants (bactéries, virus,

levures, plantes supérieures et animaux), (Scalabrino et Férioli, 1981). La maieure

partie de leurs effets pourrait être dûe à leur nature polybasique : celle-ci leur confère

une forte atfinité pour tous les composés et structures cellulaires à charges négatives

(Jânne et al., 1978).
Les principaux précurseurs des polyamines sont la L-omithine et la S-

adénosyl-L-méthionine (Figure 4). ll existe également des voies secondaires pouvant

mener à leur formation, notamment I'hydrolyse de la L-arginine conduisant à la

formation de L-ornithine et d'urée (Heby, 1981 ;Scalabrino et Férioli., 1981). La

putrescine, précurseur de la spermidine et de la spermine est formée par

décarboxylation directe de la L-ornithine. Cette réaction est catalysée par I'omithine

décarbocxylase, (EC :4-1-1-17 ou ODC) qui constitue I'enzyme-clé dans le contrôle

de la synthèse des polyamines.
Généralement les procaryotes ont un taux plus élevé en putrescine qu'en

spermidine et une absence de spermine. Les eucaryotes par contre, possèdent de

fortes concentrations en spermidine et spermine, mais peu de putrescine (Heby'

1gB1). Les polyamines jouent un rôle important dans la croissance et la'

différenciation cellulaire et une interférence dans leur biosynthèse peut perturber le

stade de ditférenciation (Heby., 1gg1). Ainsi des corrélations entre les mécanismes

d'action des PA in oitro t k afuo ont pu être réalisées. Des déplétions complètes en

PA ont été obtenues sur des procaryotes (lE. Cotù et plus ditficilement sur eucaryotes

(uniquement sur les plus inférieurs : ascomyceles, .llspergi[ûs niiu{ons et îr{çuraspom

crosse et fevures , Sæcfruotryces cereoisiul. Tous ces micro-organismes nécessitaient

des PA à un taux normal pour croître (Heby., 1981). Une autre série d'expériences

réalisées par l'équipe d'Oka (Pegg and Coll., 1982) a montré que la spermidine était

nécessaire pour la synthèse des protéines du lait (caséïne et alpha-lactalbumine)

dans une culture de glandes mammaires. D'autres études (Williams-Asham., 1972 ;

Jânne et al., 1g7g) ont montré que le développement post-natal et le vieillissement

semblent être caractérisés par une diminution graduelle de I'activité des enzymes

impliquées dans la biosynthèse des PA. Ces changements se reflètent dans le

rapport molaire spermidine/spermine dont le taux élevé est indicateur d'un tissu en

pleine croissance, quelles que soient les causes de celle-ci.
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Les premières conélations effectuées entre la synthèse et I'accumulation des
PA dans les cellules néoplasiques et la cancérogénèse furent établies dans des
cellules de carcinomes d'ascite d'Erlich se développant dans la cavité péritonéale de
souris (Jânne et al., 1978). Des modifications h ahn el in aitro du métabolisme des
polyamines ont également pu être mises en évidence dans des tissus par l'action de
cancérogènes chimiques (Scalabrino et Férioli., 1981 ; Nguyen-Ba et al., l gBB).

Le fait que le taux de polyamines augmente de façon significative dans les cas
de tumeurs a conduit à une recherche importante dans ce domaine pour tenter
d'utiliser ces molécules comme marqueurs biochimiques d'un bouleversement de la
croissance cellulaire. Mds les polyamines sont difficilement utilisables pour un test
de détection car leur taux est aussi élevé dans certains tissus normaux (moelle
osseuse, muqueuse intestinale, pancréas....) et la contribution des tissus
néoplasiques au pool total des polyamines serait trop faible pour permettre une
détection précoce d'un cancer (Jânne et al., 1978). C'est dans le but d'une
élucidation des mécanismes de régulation de la synthèse des polyamines que l'étude
de I'ornithine décarboxylase (ODC) enzyme-clé dans cette biosynthèse, a été
retenue.

L'élucidation des mécanismes de la stimulation de l'activité ODC et de sa
modulation intracellulaire est extrêmement importante, non seulement pour
comprendre cette régulation de la biosynthèse des polyamines, mais également pour
obtenir des informations fondamentales sur I'initiation des mécanismes de
multi plication cellulai re no rmale et pathologique.

ilr - L'oRN|TH|NE pECARBOXYLASE (ODC)

L'ornithine décarboxylase (ODC ; EC 4-1-1-17) catalysant la formation de
putrescine apparait comme I'enzymerlé dans la biosynthèse des polyamines. Cette
enzyme a été largement étudiée depuis 1968, date à laquelle 2 laboratoires
américains démontraisnt son activité dans le foie de rat, et sufiout la rapide induction
de son activité après hépatectomie partielle (Jânne., J. lg8g).

La seconde grande découverte fut réalisée par Russel et Snyder en 1969
(Scalabrino et Férioli., 1gB1 ;Jânne et Alhonen-Hongisto., lggg) qui trouvèrent que
I'enzyme possèdait une demie-vie extrêmement courte, de 10-30 minutes. Dans la
plupart des tissus, l'induction de I'activité ODC par des agents exogènes devrait
correspondre non pas à une activation enzymatique mais surtout à une synthèse
accrue de la protéine enzymatique.

Dans le domaine de la cancérologie expérimentale, après application d'agents
tumoraux comme le TPA sur la peau de souris, une des premières réponses
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biochimiques est une forte augmentation du taux d'ODC, suivi par I'accumulation des
polyamines dans les cellules épidermiques (Astrup et al., 1gB2 ;Coffino et al., 19gg ;
Nguyen-Ba et al., 1988). Par la suite, des études inahnont démontré que l,induction
de I'ODC était un des évènements essentiels dans les processus de promotion
tumorale ; deux types dexpériences ont notamment été réalisés en utilisant des
analogues du TPA eVou des concentrations variables de TPA. Une corrélation a pu
ainsi être établie entre I'induction de I'activité ODC et I'inciderrce des tumeurs (Magun
et al., 1982 ;Takigawa et al., lgg5).

L'ODC devient ainsi le sujet de nombreuses recherches tant biochimiques que
moléculaires, par son implication dans la synthèse des polyamines, dans les
processus de croissance et de ditférenciation cellulaire, et aussi par son importance
dans les maladies hyperprolifératives.

3. 1 . - Caractéristiques biochimioues
L'Ornithine décarboxylase présente une activité spécifique pour le substrat L-

ornithine. Comme la plupart des enzymes dfuarboxylases, I'activité ODC nécessite la
présence de phosphate de pyridoxal comme cofasteur, mais également t'apport des
groupements thiols tel que le dithiothreiÏol ; en I'absence de ces composés, I'enzyme
peut se polymériser et perdre toute activité (Scalabrino et Férioli., 1gg1 ; pegg, A.E.,
1988).

L'ODC a été isolé à partir de nombreux microorganismes, de foie de rat, de
veau et également de rein de rat et de souris traités par des androgènes (Morgan,
D.M.L., 1987 ; Van Kranen et al., 1987). A partir de foie de rat, Kitani et Fujisawa
(1983) ont purifié l'oDc et montré que I'enzyme peut existersous deux formes: un
polymère à 145 000 d ou un monomère à 54 0oo d selon une faible ou une forte
concentration saline, en fonction du protocole d'extraction.

Le point isoélectrique est à pH 5.7 en présence de I M d'urée ; le pH optimal
pour I'activité se situe autour de la neutralité ; la constante de Michaelis pour la L-
ornithine esi approximativement K, = 6.10-5 M.

L'ODC est une enzyme largement distribuée dans tous les tissus de
mammifères' I'astivité basale est relativement faible avec peut-être une exception
pourla prostate (Scalabrino et Férioli., 1981). La plus grande partie de son astivité
est localisée dans le cytosol, et seule une faible fraction peut être détectée dans
certains organites cellulaires et dans le noyau (Morgan, D.M.L., 1gg7).

Dans la plupart des organes adultes étudiés, l'astivité ODC a pu être modulée
in oioo par de nombreux stimuli tels que les hormones (Scalabrino et Férioli., 19g1 ;
Nguyen-Ba et al., 1988) ; lorsque la déxaméthason€ (stéroiue de synthèse) est
appliquée sur la peau de souris préalablement traitée par le TPA, nous observons à
la fois une inhibition de la réaction inflammatoire dans le derme et une inhibition de
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I'oDc épidermique (Nguyen-Ba et al., lg8g). Très fréquemment, des évènements
similaires ont été ainsi obtenus avec des agents non-hormonaux stimulant la
croissance eUou la ditférenciatio n cell ulaires.

L'induction de I'ODC intracellulaire par des fasteurs de croissance a pu ôtre
confirmée i4 uilto. Une stimulation de I'activité ODC peut-être obtenue par addition
croissante de sérum dans le milieu (Nguyen-Ba et al., 1gg1), ou par renouvellement
du milieu (Gilmour et O'Brien., lgg5).

De nombreuses expériences ont dorrc été réalisées par la suite pour
déterminer et évaluer les conséquences biologiques d'une inhibition de I'ornithine
décarboxylase.

3.2. - Etfets sur la croissance cellulaire.
L'emploi d'un inhibiteur (substrat-suicide) de I'ODC, I'adifluoro-méthyl-

ornithine (DFMO) et ptus récemment du (2R, 5R)-6-heptyne-2,5-diamine (RR - MAp)
(Jânne et al., 1988 ; Kahana, C., 1988), a permis de déterminer les relations existant
entre le taux de polyamines intracellulaires et la croissance cellulaire. ll est apparu
que les cellules pouvaient survivre à une déplétion en polyamines jusqu'à un certain
seuil, sans toutefois se diviser.

Diverses expériences ont montré que les additions de 0.2, 0.5, 1 el 2 o/o de
DFMO dans l'eau de boisson de souris une journée avant l'application topique de
TPA (10 nmoles), inhibent I'induction de I'activité ODC de 90 à 97 7o. Dans les
mêmes conditions, les taux de putrescine et de spermidine retombent au taux basal
(Takigawa et al., 19gS).

3.3. - Etfets sur la ditférenciation cellulaire.
De nombreux auteurs ont suggéré I'action possible des polyamines dans les

mécanismes de ditférenciation. ll est assez ditficile du point de vue expérimental
d'établir une corrélation de cause à effet entre le taux de polyamines et I'initiation de
la ditférenciation cellulaire; De nombreux modèles expérimentaux ont été élaborés,
en se basant principalement sur les conséquences de I'inhibition de I'ODC par
ditférents agents. ll est apparu qu'il y avait des réponses ditférentes selon les types
ceff ufaires étudiés in aitm :
- Généralement l'inhibition de synthèse des polyamines se traduit par une inhib16n
de la ditférenciation ; avec la llgnée cellulaire gT3-L1, le maintien du taux de
polyamines à un niveau sutfisant permet la ditférenciation de ces cellules
fibroblastiques en cellules adipeuses (Jânne et al., lggg).
- Par contre dans les cellules hématopoÏétiques, I'induction de la ditférenciation ne se
réalise qu'après inhibition de la synthèse des PA dans ces cellules (Jânne and
Alhonen-Hongisto, 1988). ll semble donc que les effets divergents, stimulation ou



13

inhibition, exercés par les inhibiteurs de I'ODG dépendent de la sensibil1é et de la
fonqtion du type cellulaire vis à vis de I'inhibiteur employé.

En cancérogénèse expérimentale inahn, ona pu voir que I'application de TpA
sur la peau de souris provoque une réaction inflammatoire dans le derme et une
hyperplasie dans l'épiderme. Ges réactions hyperplasiques peuvent évoluer ensuite
vers la formation de papillomes et d'épithéliomas. Le DFMO appliqué sur la peau de
souris (2 heures avant ou jusqu'à 3 heures après I'application de TpA) inhibe
I'induction de I'activité ODC et la formation des papillomes (Takigawa et al., l ggs).

Des études préliminaires réalisées par Astrup et Boutwell (19g2) ont montré
qu'il y avait une plus forte activité ODC dans les papillomes et carcinomes que dans
un épiderme normal de souris.

L'étude à visée thérapeutique de I'ODC, et en particulier des inhibiteurs,
concerne plus des cas de croissance cellulaire excessive. Les inhibiteurs de I'ODC
ont donc été largement testés k rtioo pour la prévention du cancer et contre les
maladies hyperprolifératives comme le psoriasis (Jânne et Alhonen-Hongisto., l ggg).

De nombreuses études expérimentales ont été réalisées sur des tumeurs
telles que EMTG (sarcome mammaire murin) dont le développement se trouve
retardé de 80 o/o pâr 3 Y" de DFMO dans I'eau de boisson, une inhibition de
croissance comparable à celle obtenue avec la cyclophosphamide. Des études ont
également montré que le DFMO utilisé à long terme plus d'un an, est d'autant plus
actif sur des xénogretfes d'épithélioma pulmonaire humain à petites cellules, que les
tumeurs sont de faibles poids (Jânne et Alhonen-Hongisto., lggg).

La combinaison d'inhibiteurs de I'ODC avec des agents antiprolifératifs, n,a
pas démontré d'effets vraiment tangibles. En comparaison avec le DFMO, des essais
pharmacologiques ont été réalisés avec des analogues de la putrescine, spermidine
et spermine, et ceux-ci ont la propriété de faire baisser le taux de polyamines
intracellulaires (Porter et al., 1gS7).

Une autre voie d'étude intéressant I'ODC a été les maladies hyper-
prolifératives où les PA se trouvent directement impliquées. Certaines études
expérimentales ont donné de bons résultats, mais les cas cliniques restent rares ;
I'injection intradermique de DFMO dans des lésions psoriasiques a montré une
déplétion en putrescine et spermidine. Mais généralement, I'utilisation des inhibiteurs
de la biosynthèse des PA est délicate car ces produits ont un faible pouvoir de
pénétration à travers la peau (Jânne et Alhonen-Hongisto., lggg).

Après une période de recherches sur les vadations de I'astivité d'ODC, il est
rapidement apparu à la lumière des résultats que selon les types cellulaires, il fallait
déterminer le mécanisme de modulation de I'ODC. Le but était de préciser si la
régulation de I'ODC se laisait : soit au niveau de la transcription du gène ODC en
RNAm, soit au niveau de la traduction du RNAm en protéine enzymatique.
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3.4. - Caractéristiques de I'ODC au niveau moléculaire
Pour étudier les mécanismes moléculaires de I'induction de I'ODC et ses

relations avec la promotion tumorale et la croissance cellulaire, il était nécessaire de
cloner et connaître les séquences du gène ODC. Dans un premier temps, plusieurs
auteurs ont isolé à partir des cellules rénales de souris traitées par un androgène,
des séquences nucléotidiques correspondant au gène codant pour I'ODC (Brabant et
al., 1988 ; Coffino et al., 1988). De nombreux travaux ont été publiés par la suite,
détaillant les propriétés fonctionnelles du gène ODC dans les cellules de souris,
hamster, homme et chez le rat (coffino et al., lggg ; van Kranen et al., 1gg7).

Le gène ODC a été isolé à partir de I'ADN de foie de rat. La totalité de ce gène
est focalisée dans un lragment Bam Hl de 7776 bp. ll est constitué de 12 exons
séparés par 11 introns (Figure 5). Les exons I et lt, plus 33 paires de bases de I'exon
lll, codent pour la région 5' non exprimée de I'ARNm de rat. L'ODC est codée par le
reste de I'exon lll et tous les autres exons de lV à Xl, plus les 142 premières paires
de bases de l'exon Xll. L'exon Xll contient deux signaux alternatifs de
pofyadénylation (AATAAA) séparés par 387 bp. Comme cela a été démontré par
analyse de Northem-blot (Van Kranen et al., 1987), ces 2 signaux conditionnent la
synthèse de deux types d'ODC-ARNm ditférents, de 2.0 et 2.4 Kb.

Pour vérifier que le gène ODC isolé est fonctionnel, I'insert Bam Hl est cloné
dans le plasmide pSV2 néo et transfecté dans des cellules CHO (Ghinese Hamster
Ovary, lignée C55.7) déficientes en ODC. Dans ces conditions, les cellules
présentent une astivité ODC plusieurs fois supérieures au contrôle. Ces résuttats
démontrent que le gène ODC cloné est parfaitement fonctionnel (Van Steeg et al.,
19s0).

Le premier triplet de bases codant pour la tradustion, ATG, est numéroté en
position 1 dans la séquence nucléotidique. Le point de départ exact de la traduction
(tsp) est situé en position G-303 dans le gène oDc (Van Kranen et al., 1997).

. De nombreux sites de régulation ont été identifiés dans la région promotrice S'
du gène ainsi que dans le premier intron. Parmi les principaux, on y trouve les sites
pour les récepteurs AP-l et AP-z (récepteurs du TPA), le site de réponse à I'AMpc et
un site de régulation par les glucocorticoides. Par analogie avec les séquences
nucléotidiques déjà publiées, les auteurs (Wen et al., 1989 ; Van Steeg et al., l ggg)
ont trouvé des séquences correspondant aux sites de liaison pour AP1 et AP2 dans
I'intron l. Ces sites sont supposés être impliqués dans le signal de transcription en
réponse à I'action du TPA. Mais des travaux récents d'étude du fonctionnement du
gène semblent montrer que ces sites ne seraient pas actifs et que les éléments
nucléotidiques impliqués dans I'induction de I'ODC ou du RNAm par le TPA seraient
localisés dans d'autres endroits (Van Steeg et al., 1990).
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Le site impliqué dans la régulation de I'activité ODC et du taux d'ARNm par les

glucocorticoides est un hexanucléotide TGTTCT, spécifique du gène ODC de rd ; il

est situé dans le premier intron (Yamamoto, K.R., 1985 ; Ringold, R.M., 1985). En

général, les auteurs pensent que ce site nucléotidique serait impliqué dans I'action

stimulatrice exercée par un glucocorticoiide sur la cellule. Mais nous ne savons pas

dans quelle mesure, ce même site pounait intervenir dans une action inhibitrice

exercée par des corticoides sur dautres fonstions cellulaires (Guertin et al., 198i1 ;
Arya et al., 1984 ; Krudsen et al., 1987).

L'étude de I'ODC-ARNm reflète le fonctionnement du gène dans ditférents

types cellulaires, et sa modulation peut varier selon les traitements etfectués par des

substances exogènes. UODC-ARNm contient une région 5' non traduite, riche en

nucléotides GC. Cette pafiie pounait jouer un rôle dans le contrôle de la synthèse de

la protéine enzymatique ODC. Van Steeg et al. (1990) ont montré par des

expériences de traduction in oitro: - que I'ODC-ARNm intact est peu actif sur la

synthèse des protéines. - que par contre l'enlèvement de 172 nucléotides à

I'extrémité 5' UTR conduit à une traduction plus importante. Mais dans le contrôle

feed-back de I'ODC par les polyamines, la présence de c€tte partie 5' UTR n'interfère
pas. Seule la partie codante de I'ARNm pour la protéine ODC intervient dans cette

inhibition de I'ODC par les polyamines.
L'ODC peut se mesurer au niveau des cellules tumorales, I'induction de son

activité étant plus forte. ll serait très intéressant de powoir suivre l'évolution de cette

enzyme en tant que marqueur biochimique dans les processus de transformation

cellulaire inaitto.

IV . I.A TRANSFORMATION CELLULAIRE

Comme nous avons pu le préciser précédemment, le concept de la

cancérogénèse chimique en 2 phases a essentiellement été développê irr akto sur la
peau de souris. Pour expliquer le mode d'aciion des cancérogènes et le mécanisme

de transformation des cellules, il est bien vite apparu nécessaire de développer des

méthodes d'études in oitro.
Les travaux les plus impoilants ont été réalisés par Earle et Coll., aux Etats-

Unis entre 1938 et 1943 qui ont obtenu la transformation de fibroblastes de derme de

souris C3H traitée par le 3-méthylcholanthrène. Des souris isologues ont ensuite été

inoculées soit avec un lot de cellules traitées, soit avec un lot témoin; Ce fut un demi-

succès, les auteurs ayant obtenu des tumeurs dans les deux cas. C'est en 1963 que

Berwald et Sachs ont publié les premiers lravaux concemant la transformation

morphologique des cellules embryonnaires de hamster Syrien par des agents
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chimiques; En 1969, Chen et Heidelberger ont obtenu la transformation

morphologique de cellules d'une lignée établie à partir de prostate de souris C3H, les

ceflules CgHl OT1t2. Enfin en 1979, Kakunaga et Coll., publiaient les premiers

résultats obtenus avec la lignée de cellules BalbÆT3 établie à partir d'embryons de

souris Balb/c.
Le système de culture cellulaire in oitm est largement utilisé pour étudier les

effets de transformations des substances, car il présente 4 avantages (Chouroulinkov

et Lasne,1976):
- relative simplificité de la méthode et de la cible comparée à l'animal.
- Reproduction de la méthode de cancérogénèse chimique en 2 étapes.
- Elaboration de tests rapides et fiables pour une évaluation de I'activité cancérogène

des agents chimiques.
- Modèle économique, il est I'intermédiaire entre les tests de mutagénèse et les tests

de cancérogénèse à long terme kaioo.
ll faut toutefois préciser que le critère de transformation in oitro n'est pas

toujours en conélation avec la tumorigénicité irr tiw. Le terme de transformation

s'applique à toutes les modifications (considérées individuellement) qu'une cellule

montre de façon spontanée ou après traitement (Chouroulinkov., 1987). Les critères

de transformation cellulaire sont de nature morphologique (cytologique) ou de

comportement, (biologique) :

Critères morpholooioues ou cytolooiques

a) déditférenciation morphologique

b) noyau volumineux
(contour inégulier)

c) rapport nucléo-cytoplasmique
élevé

d) cytoplasme très basophile

e) mitochondries peu nombreuses

f) glycocalyx épaissi

g) mitoses. fréquentes et
anormales

h) caryotypes anormaux

Critères biologiques ou de comportement

a) établissement de lignée continue ou'acquisition 
de la Pérénité

b) croissance accélérée' 
(cycle mitotique raccourci)

c)densité de saturation augmentée

d) etficacité de clonage augmentée

e) formation de colonies anormales

f) formation de foyers (dits de
transformation)

g) form.atio.n.de colonies en milieu
semr-solloe

h) formation de tumeurs après passage' 
h aioo (aquisition du Potentiel
tumorigène).
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Seuls les essais de transformation morphologique sur les cellules SHE

(cellules embryonnaires de hamster Syrien), C3H10T1/2 et BalblST3 sont utilisés au

niveau international : ils ont fait I'objet d'études inter-laboratoires dans le but de les

améliorer et de les valider. Lemploi des "tests de transformation cellulaire" malgré

leur imperfection (Tablezu 2) est jusqu'à présent le plus apte à détecter si une

substance est inactive ou présentant un potentiel cancérogène, génotoxique, ou

épigénétique (non-génotoxique).

Pour se rapprocher de la situation ifl airn lors de I'induction des tumeurs

cutanées par I'ester de phorbol, nous avons étudié dans notre travail l'astion

spécifique du TPA sur l'induction d'ornithine décarboxylase (ODC) dans les cellules

cibles proches de l'état normal mais aussi à ditférentes étapes de transformation. La

régulation de I'ODC est à rechercher tant au niveau génomique que dans le

cytoplasme ; en etfet cette modulation de I'ODC peut s'etfectuer soit par la présence

de substances xénobiotiques, soit par une intéraction des enzymes protéolytiques

intra-cellulaires.
Dans une première partie, nous avons étudié le mécanisme d'action spécifique

du TPA sur I'ODC dans des modèles rn ûitro, étude de I'expression du gène ODC en

comparaison avec I'activité enzymatique dans le cytoplasme. Nous avons retenu

comme modèles deux lignées de cellules épithéliales de rat, lignée témoin n'ayant

subi aucun traitement et lignée traitée par le BaP ; nous avons également utilisé des

cellules embryonnaires de hamster à prédominance fibroblastiques (SHE).

En dehors de toute intéraction des cellules environnantes, nous avons pu

étudier dans une seconde partie, les mécanismes de régulation de l'activité ODC par

des substances exogènes telles que les anti-inflammatoires et plus particulièrement

I'action de la déxaméthasone. Les résultats obtenus nous ont conduit à rechercher

dans une 3ème partie la régulation intracellulaire de I'action du TPA par des enzymes
protéolytiques. Deux types de protéases ont été analysés : les cathepsines et les

sérine-protéases. En sens inverse, nous avons étudié la réponse cellulaire en

présence d'inhibiteu rs spécifiques de protéases.
En application des connaissances acquises, nous avons recherché dans une

4ème partie une corrélation powant exister entre les différentes étapes de

transformation phénotypiques des cellules SHE et les modifications du mécanisme

de régulation de I'ODC.



1
8

.D
(D

î

Ë
sE

 â s

E
gË

 
fuE

E
'"iË

 
€gË

;Ë
F

E
E

 
âË

o.cI
'-EoC

L
co

q
Ë

Ë
=

 gH
Ë

-
?

.
4

 
t

Ë
E

€
 E

:
';i-

r
-

s
(

,

F
 A

-(u
 C

E
6

5
!r@

S
l

(,, cr'=
 

E
 t=

fifiF
Ë

E
=

g H
 x e

Ë
-€

 e
 B

Ë
Ë

E
E

9
E

 €
Ë

e
-â

rË
s

Ë
 ;.Ë

€
 

H
€

g
.E

Ë
E

 F
Ë

Ë
â

Ë
$

Ë
E

=
 Ë

;Ë
fiE

 
Ë

F
E

o
o

.9

o
 g

g
Ë

Ë
 i€

t
=

 
È

a
)

E
a

Ë
sE

E
i* ËÊ

E
E

E
€

 
€

E
$Ë

gE

a
o

,Ë
E

9
 

lP
o

ô
Ë

e
È

9
6

=
 

.=
o

E
 

(u
c

se
E

Ë
 

e
E

 ag
*g

E
g

E
 EË

.stË
 E

 E
E

 "': E
Ë

Ë
 E

Ë
E

â
6

 E
E

 E
 E

o
u

J
<

F
lu

a
l

E
I

fus â-Ë
E

lÈ
 Ë ç$

H
s

Ë
ls

tl=
| 

$
$

E
-Ë

C
l(lllr.r

.9
o

l
JIE

I

Ë
l

'6
1

c
l

E
lg

E
l9

(D
t(!

slË
$eÊ

lol
=

I,rû
Ë

E
g.f,
E

IE
I

slË
E

lel

aE,(D
=EEG

'
E(D
Eo(l)=(l)()ooc.9(UEoocE(l)
EooE,oa3t,
og(D
.oEo€o.(l,
.oC

L
oo-o(DE
'coo.EctC
L

Eo9N
l

3
l

<
l

u
Jl

JI!o
l

<
l

F
I



I 9

MATERIEL ET METHODES

A / MATERIEL

I - PREPARATION ET CULTURE DE CELLULES EPITHELIALES DE POUMON

EMBRYONNAIRE DE RAT.

1.1 - lsolement des 2lionées de cellules épithéliales

Les cellutes épithéliales ont été préparées au laboratoire à partir de cultures

d'explants pulmonaires d'embryons de rats wlsTAR âgés de 15 jours, selon la

technique décrite par Michiels (1977). Après 16 jours de culture organotypique en

milieu liquide, les explants sont prélevés et dissociés à la collagénase (0.02 %). Les

cellules sont alors mises en culture dans un milieu DMEM H21 (GIBCO) additionné

de 10 "/o de sérum embryonnaire de veau et des antibiotiques usuels dans une étwe

à 37'C, 10 "/o de CO2.
Ces cellules épithéliales constituent la lignée témoin, (Ctr). Une seconde

lignée cetlulaire (BPe) de morphologie ditférente, a été également obtenue à partir

d'explants pulmonaires, mais qui ont été traités pendant 16 jours par un hydrocarbure

polycyctique, le BaP (5 pdml) ; les cellules sont ensuite dissociées et mises en

culture dans les mêmes conditions que précédemment. Le temps de doublement de

ces 2 lignées est de 22-23 heures.
Le poumon maintenu sous forme d'explants dans un milieu défini démontre

une prédominance du tissu épithélial et une réduction du tissu conjonctif (Michiels.,

1gB1). Après dissociation de ces explants, un mélange épithélio-fibroblastique

persiste pendant les premiers passages avec toutefois une prédominance épithéliale

(passage 5 : 85 o/o de cellules épithéliales). Ce n'est qu'au 15ème passage qu'une

culture épithéliale pure est obtenue. Ces cellules se présentent sous un aspect

allongé (photographie 1A) alors que les cellules épithéliales traitées ont un aspect

polygonal (photographie 1 B).
Le caractère épithélial de ces cellules a été contrôlé par réactions

immunologiques:
- test d'immunofluorescence indirecte avec anticorps antikératine.
- absence de réastions avec anticorps antivimentine.

Le potentiel tumorigène a été évalué in oioo, par injection intrapéritonéale

d'une suspension cellulaire chez le rat. La lignée BPe donne 100 o/" de tumeurs dès

le 5ème passage 12 semaines après t'iniestion, contre fi % ds tumguls seulement
au 21ème passage avec 33 semaines de délai, pour la lignée témoin.



PHOTOGRAPHIE 1 Aspect rnorphologique des cellules épithéliales Ctr et BPe.

1 A : Cellules témoin Ctr après 4 jours de culture DMEM H21 + 10 % de sérum.

1 B : Cellules BPe, 4 jours de culture dans les mêmes conditions.



2T

1.2 - Maintien des cellules en cultu-rp

Les 2 lignées cellulaires (Ctr et BPe) sont maintenues en culture dans du
milieu MEM H21, complété avec :

1Oo/ode SEV
1000 U/ml de pénicilline
50 pg/ml de streptomycine
2.5 pg/ml d'amphotéricine

4 mM de L-glutamine sont également ajoutés. Le maintien de la lignée se fait
par repiquage hebdomadaire (dissociation par la trypsine à 0.25 7o dans du PBS) à
raison de 25.000 cellules par boite de Pétri Falcon 100 mm de diamètre.

II . ISOLEMENT ET MAINTIEN EN CULTURE DE CELLULES PRIMAIRES
D'EMBRYONS DE HAMSTER SYRIEN (SHE).

2.1 - Obtention des cellules SHE

ll s'agit de cultures de cellules diploiUes (21 paires d'autosomes + 1 paire
d'hétérosomes) d'embryons de hamster Syrien. Ces cellules ont I'avantage d'avoir
conservé certaines propriétés de I'animal d'origine, à savoir Ia capacité de
métaboliser certains cancérogènes (PHA), propriété qu'ont perdu les lignées établies.
Les cellules SHE ont généralement un taux de transformation spontanée très bas.

ll existe toutefois certains inconvénients :
- Les cellules SHE ont une etficacité de clonage faible, ce qui nécessite

I'emploi d'une couche de cellules irradiées lors d'un test de transformation.
- ll laut maintenir un stock de cellules primaires présélectionnées car leur

capacité d'activation métabolique dirninue avec les passages.

. Procédé d'obtention des cellules SHE :

Des femelles âgées de 2 mois et demi - 3 mois sont accouplées 24 heures
avec un mâle de 3-4 mois. Le premier jour de gestation correspond au retrait du
mâle.

1/ Après anesithésie à l'éther, des femelles au 12ème-13ème jour de gestation
sont saignées à blanc et les embryons prélovés stédlement.

2/ Après 2 lavages au PBS, les pafiies ditférenciées de I'embryon (yeux, coeur
et viscères) sont retirées.
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3/ Les embryons sont ensuite découFÉs en fragments très fins.
4/ Addition de 35 ml de trypsine 0.25 o/o chzuffée à 37'C et I'ensemble est mis

en agitation 10 min. à 37'C dans un erlenmeyer avec un baneau magnétique.
5/ Le surnageant de la première digestion est éliminé.
6/ Ajouter 100 ml de trypsine sur le premier culot. Remettre en ag1ation 15

min. à 37'C.
7/ Récupérer le surnageant par filtration sur gæe stérile pour éliminer les

petits fragments ou agglomérats cellulaires.
7l lnacitiver ce surnageant avec du SEV et centrifuger à 1000 tours/min

pendant 10 min.
8/ Procédure identique pour le troisième sumageant.
9/ Les culots des surnageants 2 et 3 sont remis en suspension dans du milieu

additionné de sérum et mixés ensemble.
101 Après dénombrement des cellules SHE (à I'aide d'une cellule de

Neubauer), celles-ci sont ensemencées à raison de 5.1d cellules/boîte de pétri de
100 mm de diamètre.

111 48 heures après, les cellules sont trypsinisées et congelées (2.5 - S.1æ
celfufevampouh) dans du milieu H16 + 1o o/o sEV + 10 o/o DMSO, par paliers
successifs dans I'azote liquide (Dipaolo, l gg0).

Les cellules embryonnaires constituent un mélange de ditférents types
cel I ulai res non ditférenciés à domi nante fibroblastique.

2.2 - Maintien des cellules en culture

Au moment de I'emploi, les cellules sont décongelées et cultivées dans du
milieu D-MEM H16 + 10 o/o SEV. Le milieu est changé entre O et I heures après
décongélation pour éliminer toute trace de cryoprotecteur. L'entretien de la culture
SHE se fait par repiquages successifs, après dissociation des cellules par une
solution de trypsine 0.25 % pendant 3-6 minutes à 37'C pour la détermination de
l'activité ODC.

ilt -

Les mycoplasmes sont des microorganismes infectant tes cultures cellulaires.
Leur détection précoce est recommandée car leur multiplication au sein d'une culture
est rapide. De plus, ils résistent à des centrifugations de 2.500 rpm de 30 min et
passent à travers des filtres membranaires de 0.22 pm. La recherche des
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mycoplasmes est etfestuée tous les 4 passages des cellules épithéliales, selon la
technique de RUSSEL (1975) modifiée par CHEN (19771.

Les cellules sont ensemencées sur lamelles stériles (18 x 18 mm). La réaction
s'effectue sur une culture non confluente, soit 72 heures après la mise en culture.
Les cellules sont traitées avec le fixateur de Camoy (1 volume acide acétique - 3
volumes de méthanol), puis lavées et incubées avec le bis-benzimide (Hoescht 3358
à 0.1 mg/ml de PBS) pendant 30 min à 37'C. Les lamelles sont ensuite lavées à I'eau
distillée, montées et examinées avec un microscope Leitz à fluorescence. L'analyse
de nos observations n'a jamais révélé la présence de mycoplasmes.

IV . MILIEUX ET TAMPONS

4.1 - Milieu de culture

4.1.1. -  Mil leu H21
C'est un milieu de Eagle modifié par Dulbecco (D-MEM H21) avec une

concentration en glucose de 4500 mg/|. Ce milieu est utilisé au cours des
expériences et de I'entretien des 2 lignées de cellules épithéliales de poumon.

'Composition du milieu donnée en annexe.

4.2.2. - Mllleu Hl6
ll s'agit du même milieu que précédemment mais avec une concentration en

glucose de 1000 mg/|. Ce milieu est utilisé pour I'entretien des cultures SHE.

4.2 - Tampons

Les compositions des tampons phosphate (PBS) et trypsine sont données en
annexe.

4.3 - Le sérum de veau embryonnaire (SEV)

Le sérum est un composant essentiel des milieux de culture et contient une
quantité importante et variée d'hormones, d'acides gras, de protéines, de sucres et
d'éléments sous forme de traces. La qualité, le type et la concentration de sérum
peuvent affecter les ditférentes propriétés des cellules cultivées, telle que I'etficacité
de clonage, la durée de vie h uitro, le taux d'expression de la transformation
morphologique la aitroelc...(Boone et al., 1974; Schuman et al., 1979).
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Pour pallier à ces désavantages, nous avons testé et utilisé du sérum
(toujours décomplémenté à 56'C pendant 30 min) avec un milieu H16 pH 6,7 pour le
test de transformation des cellules SHE (Zsson et al., 1988 ; Leboeuf et al., 1989),
pH qui favorise au maximum I'efficacité de clonage quel que soit le lot de cellules
SHE et quelque soit le sérum.

V . LES PRODUITS CHIMIQUES

5.1 - Le TPA ou ester de phorbol

TPA o u 1 2-0-tétradécanoyl-p ho rbol- 1 3-acétate

Formule chimioue :

R
I

tsCH.

PM :  616,8

Caractères ohysico-chi mioues
se présente sous forme de corps gras
soluble dans I'acétone ou dans le DMSO.

5.2 - Le Benzo(a)pyrène ou BaP

C'est un hydrocarbure polycyclique aromatique dérivé du pyrène, sur lequel un
noyau benzémique €st accolé en position 3,4.
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Formuf e chimique : C2gH12

PM :252,32

P ropriétés ohysicochi miques
. se présente sous forme de paillettes jaunes pales
. soluble dans le benzène, avec émission d'une fluorescence bleue ou violette
. solubilité également dans l'acétone, le toluène, le xylène et le DMSO
. point de fusion : 176,5 - 1 17,5'C
. point d'ébullition :475'C1760 mm
. densité : 1,351.

5.3 - Les anti-inflammatoires

5.3.1 -]e déramÉthasone
La déxaméthasone (ou DXME) est un stéroide de synthèse, utilisé en clinique

co m me médicament anti-i nflam matoi re (anti-phosphol ipase A2 ).

Formufe chimique : C22H2gFOg
9 cr-fluoro-l 6 c-méthylprédnisone

cH20H
I

C=O
OH
--- cH.

PM : 434,5

P ropriétés physicorhimiques
soluble dans l'acétone, l'éthanol et le chloroforme.
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5.3.2. - L'aclde nordihydraguaÏarétlque (N DGA) (anti I i pooxygé nase)
N DGA ou 4,4' - (2,3-di mét hyltétramét hylè ne) di pyrocatéchol

Formufe chimique : C1gH22O4

"o -ô- cH, - i:'-i"l ",,-ô- o,
\J '3 \

,oF 1*

PM :302,36

P ropriétés phvsico-chimioues
. soluble dans l'éthanol, le méthanol, l'éther, I'acétone, le glycérol.

5. 3. 3. - L'lndométacine (anticyclooxygénase)
I ndo métaci ne ou 1 -(pchlorobenzoyl )-5- méthoxy-2-méthyli ndol e-3-acide acétique.

Formule chimioue : ClgHl5ClNOa 
, ù

îo{_h"'
(*cH"

cn.o_cH2cooH

PM : 357,81

P rooriétés ohysicochi miques
. soluble dans l'éthanol, l'éther, I'acétone.

5.4 - Les inhibiteurs de I'exoression et de la traduction oénioue

5.4.1. - L'actlnomyclne D (inhibiteur de synthèse des ARN)
Substance antibiotique appartenant au groupe des actinomycines produites

par divers streptomyces.
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Formule chimioue : C52Hg5NtZOte

. / s t t \
l - P r o  L - l { e v  r  I

ttr l
p - V e  I  - O

\-tni- \

o:c

. /s. ' \
L -? to  L -Heve I

t l
l l

D - V r l  - O- \ -/
prnr

c-o

PM : 1255,47

Propriétés phvsico-chimiques cH3 o{3

Soluble dans I'alcool, le glycérol, I'eau + le glycérol.

5.4.2 - La cycloherimide (inhibiteur de synthèse des protéines)

Cycloheximide ou (3-[2-(3,s-diméthyl-2-oxocyclohexyl)-2-hydroxyethyl]
glutarimide.

Formule chimique : C15H23NO4

PM : 281,34

.rCH"ntt.{ FoH, /<'cHoHc",-q"

P rooriétés physicochimiques
. soluble dans chloroforme, éther, acétone, méthgnol, éthanol.

5.5. - Les inhibiteurs de protéases

5.5.1. - E54
E64 ou L-3-carboxy-trans-2, 3-époxysucci nyl- L-leucylamido (4-g uanidi no)

butane.
C'est un inhibiteur des cystéines protéases (cathepsines).
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Formule chimique :C15H27N5O5 NH,
I

CHs- /'CO-NH-(CH2L-NH 
-C-NH

>cH -cH2-c[-
cH{ 

'  
\* ,

\
\o -o\

\,/ \-)
/w 

- -v\

PM:357,4 
H 'cooH

P ropriétés phvsico-chi mioues
. sous forme cristallisée
. soluble dans I'eau, I'acide acétique et le DMSO
. se combine de façon équimolaire et inéversible

5.5.2. - Aprotinine
L'aprotinine est une simple chaîne de polypeptides contenant 58 acides

aminés de séquences connues.
C'est un inhibiteur des sérines-protéases d'origine protéique (inhibiteur de

Kunitz du pancréas de boeuf).

Formule chimique : C2g4H6ZNg+9gSZ
r-s6 

[at
Arg- Pro-Asp-Phe-Cys-Leu-Glu-Pro-Pro-Tyr-Thr-Gly-Pro-Gys-Lys-Ala-

l-st
Arg - ll e- lle-Arg-Tyr- Phe-Tyr-Asn-Ala- Lys-Ala-Gly-Leu-Cys-G I n-Th r-
t7 23 30 32

P_ fr e- Val-Tyr-G ly-G ly-Cys-Arg-Ala- Lys-Arg-Asn-Asn- P he- Lys-Se r-Ala-
3 3 _ 4 8

to-'.l

Gl u-Asp-Cys- Met-Arg-Th r-Cas-Gly-Gly-Ala

PM :  6511,83

oropri étés ohysico-chi mioues
. soluble directement dans le milieu.
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B . METHODES

I - MESURE DE L'ACTIVITE ODC

1.1 - Traitement des cellules éplthéliales de poumon embryonnaire de rat.

Les cellules épithéliales sont ensemencées dans des boîtes 12 puits CostaF,
à raison de 10.000 celluledml. Le traitement débute 72 heures après, quand les
cellules sont proches de la confluence. Pendant la durée du traitement, le sérum de
veau foetal (SEV) est remplacé par de l'albumine sérique bovine (BSA) (0.1 o/o dans
le milieu H21l car I'etfet propre du SEV (facteuæ et hormones stimulant le
métabolisme et la division cellulaire) peut gôner la détermination des etfets induits
par les ac'tivateurs ou inhibiteurs de I'ODC testés (Schuman et al., 1979 ; Maurer,
1982).

Protocole : - Chaque puits est lavé 2 fois avec du PBS
- puis addition de 2 ml de milieu 0.1 o/o BSA + le ou les produits

chimiques à tester.
- la concentration en solvant acétone n'excède jamais O.2o/o
- après le temps de traitement de 4 heures (étuve 37'C - 10 o/" CO2),

les puits sont soigneusement lavés au PBS et tes boîtes CostaF
congelées à -80'C pour les études biochimiques ultérieures.

1.2 - Mise au ooint du orotocole de traitement des cellules SHE

Les cellules SHE, de passage 1 et 2 (O'Brien, 1976) sont ensemencées dans
les boîtes CostaF à raison de 20.000 cellules/ml. Le traitement débute quand les
cellules ont atteint la confluence. Après avoir déterminé le milieu et la concentration
de sérum nécessaire aux cellules SHE pour un dosage correct de I'activité ODC,
nous avons choisi oomme milieu de traitement : DMEM H16 modifié à pH 6,7 plus
5 "/o SEV.

Protocole de traltement : Le protocole est identique à celui des cellules épithéliales
de poumon, hormis le milieu et le temps de traitement de 5 heures, temps optimal à
la révélation de I'expression de I'activité ODC.
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1.3 - Mesure de I'astivité ODC nt uzrro

Le dosage de I'activité omithine decarborylase (ODC) se fait par mesure du
taux de CO2 dégagé 11+a-aO2), après clivage de t'ornithine-substrat (Lichti et al.,
1e83).

NH2 - (CHz)g - CH - NH2--i-*CO2 + NH2 - (CHz)q- NH2

ornithine 
cooH II Putrescine

oDc
ll s'agit donc de piéger et de quantifier le CO2 dégagé lors de cette réaction.

Mode opératoire

Les manipulations ont lieu dans la glace jusqu'au déclenchement de la
réaction enzymatique à 37'C. Les cellules sont traitées avec le mélange suivant :

concentration concentration de la

eau distillée
Tris HCI pH = 7,5
Pyridoxal phosphate
Dithiothréitol
Ornithine + 114C1Orn

200
50 mM 50
40 pM 50
2,5 mM 50
0,4 mM 50

400 mM
320 pM
20 mM

3,2 mM

La concentration en 14O-L-ornithine esit de 0.1 pOi (3.7 KBq).

La boîte CostaF-l2 puits est ensuite recouverte d'un parafilm perforé au
niveau de chaque puits sur lequel est déposé un filtre de cellulose (GF/C Whatman)
imprégné de 50 pl KOH-2N, pour piéger le Co2 dégagé lors de la réastion
enzymatique. Un second parafilm est ajouté de façon à fermer hermétiquement la
boîte. L'incubation s'etfectue dans un bain-marie à 37'C avec agitation pendant 60
min. La réastion est ensuite stoppée par injection de 50 pl d'acide perchlorique 2N
par puits, suivie d'une nouvelle incubation à 37'C, 60 min pour permettre I'adsorption
totale de CO2.

La radioastivité incorporée dans chaque filtre est mesurée par scintillation
liquide au spectromètre Beckman. Les protéines des cellules sont dissoutes par 50 pl
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de NAOH 5N par puits. Leur quantité est déterminée en présence de bleu de
Coomassie, selon la méthode de Bradford (1976). L'activité ODC est alors exprimée
en nmoles de CO2 relaryuées par mg de protéine en 60 minutes.

II - ESSAI DE TRANSFORMATION CELLUI.AIRE DES SHE.

2.1 - Introduction

Benrald et Sachs (1963, 1965) ont été les premiers à utiliser les cellules
embryonnaires de hamster Syrien (SHE) comme modèle d'étude de la transformation
morphologique après traitement par des hydrocarbures polycycliques. Cette
technique permet de mettre en évidence la capacité d'un produit chimique à induire
la formation de colonies morphologiquement transformées, indiquant un potentiel
cancérogène (Huberman et Sachs, 1966 ; DiPaolo, 1969). Enfin les travaux de
Pienta et al., (gnl sur la congélation et le stockage des cellules ont facilité et
favorisé I'utilisation de ces tests de transformation cellulaire.

Seules les cultures primaires susceptiHes d'être transformées sous l'action
d'un cancérogène (contrôle systématique par le BaP, Poiley et al., 1979) et dont le
taux de transformation spontanée est faible, sont conservées par congélation dans
I'azote liquide.

2.2 - Protocole expérimental

C'est un test court d'une durée de 8-9 jours, utilisant des cellules
embryonnaires en culture primaire ou secondaire ayant un taux de transformation
très bas. Les cellules sont ensemencées sur une couche de cellules appelée couche
nourricière.

Cette dernière est obtenue en irradiant les cellules (DiPaolo et coll., 1969 ;
Heidelberg, 1969) ou en les traitant à la mitomycine C (MMC). L'irradiation des
cellules par les rayons X (ou par MMC) a pour but d'arrêter I'activité mitotique des
cellules sans toutefois inhiber leur métabolisme, dont les produits vont pèrmettre aux
cellules-cibles de se multiplier et de former des colonies. La procédure utilisée
concernant l'adjonction des substances est celle développée par DiPaolo (1980) et
modifié par Lu (1988).

Technique : 200 cellules SHE sont ensemencées par boîte de Pétri de 60 mm de
diamètre dans 5 ml de milieu complet (H16 modifié pH 6,7 + SEV 15 %) et
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mélangées avec 40.000 cellules SHE irradiées (5-6000 Rads : 50.60 G) constituant
la couche nourricière. Le test de transformation s'etfectue à 37'C et 10 "/" CO2. Le
protocole ditfère selon que la substance est testée comme cancérogène complet,
initiateur ou promoteur (Figure 6).

Etfet initiateur
La substance à tester est ajoutée 24 heures après I'ensemencement et laissée

en contact 24 heures. Le milieu contenant la substance initiatrice est enlevé et
renouvelé par du milieu neuf contenant le promoteur connu, TPA. 4 jours après, une
seconde addition de TPA est faite, sans changemeril de milieu. Au 8ème jour, les
boîtes sont fixées à l'éthanol (10 min) et colorées au Giemsa 1O o/o (20 min).

Effet promoteur
24 heures après I'ensemencement, les cellules sont traitées avec un initiateur

connu, le BaP (à faible dose, non transformante). Le lendemain, le milieu est
remplacé par du milieu neuf contenant le prcduit à tester comme promoteur.

4 jours après, une deuxième dose du produit à tester est ajoutée sans
renouvellement du milieu. La coloration des boîtes est effectuée au 8ème jour de
culture.

Effet transformant complet
La substance est mise dans les boîtes, 24 heures après I'ensemencement

puis laissée en contac't avec les cellules jusqu'au Sème jour, puis le milieu est
renouvelé jusqu'à la fixation et coloration. Dans tous les cas, la concentration
maximale en solvant est de O.5"/o (acétone, DMSO).

2.3 - Choix du milieu utilisé lors de la transformation
Leboeuf et Kerchaeil (1986, 1987,1988) ont récemment montré que le choix

d'un milieu H16 modifié à pH 6.7 c'est à dire dont le taux en bicarbonate de sodium a
été abaissé à 750 mg/|, îavorisait une etficacité de transformation plus élevée pour
les témoins positifs qu'à pH 7.4. Les travaux de Tu et al. (1990) ont également
démontré que dans ces conditions d'étude avec un milieu à pH 6.7, le nombre de lots
de sérum testés en préliminaire et qui se révélait positif pour I'etficacité de clonage
était plus élevé qu'à pH 7.4.

Nous avons donc commandé un milieu DMEM-H16 modifié à pH 6.7
(composition en annexe) et avons réalisé toutes les expériences de transformation
(J0 à J8) et d'ODC sur SHE dans ces conditions de culture.
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2.4 - Mesure de I'activité ODC sur les cellules SHE au cours du test de
transformation.

Les cellules SHE ont été ensemencées classiquement comme pour un test de
transformation. Le test est etfectué à ditférents jours de la transformation : les boîtes
sont rincées 2 fois avec du tampon PBS puis congelées à -80'C jusqu'au jour du
dosage.

Les cellules sont ensuite décollées à I'aide d'un rubber-policeman dans 50 pl
de Tris-HGl. L'ensemUe est prélevé et déposé dans une boite costar 12 puits pour
faciliter le dosage.

1 boite de pétri ensemencée et traitée correspond à un puits de la boîte de
dosage. Celui-ci est le même que pour le dosage direct d'ODC dans les boîtes
costafl 12 puits (pargraphe 1.3).

III . ETUDE DE L'INTERACTION DES ENryMES PROTEOLYTIQUES SUR
L'ACTIVITE ODC.

3.1 - Etude de I'activité des cvstéines orotéases

3.1.1. - Traltement des cellules épithéllales
Les cellules épithéliales Ctr et BPe sont ensemencées à raison de 120.000

cellules par boîte de Pétri de 10 ml. Lorsque les cellules ont atteint la confluence,
celles-ci sont traitées selon le protocole suivant :

1. Enlever le milieu et rincer avec un milieu H21 à 0.1 % de BSA.
2. Ajouter ensuite 6 ml de milieu H21 + 0.1 o/o BSA contenant le produit

chimique étudié :
Série1:témoinacétone
Série 2 : TPA (0.025 pg/ml)
Série 3 : DXME (5.5 pg/ml)
Sér ie4:TPA+(DXME)t0
Sér ie5:TPA+(DXME)t3

3. Remettre les boîtes à l'étuve à 37'C, 10 o/" CO2 pendant toute la durée de
I'expérience (4 heures).

Après les 4 heures de traitement, on prépare les cellules pour le dosage des
cathepsines :
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1ère oartie : 1) prélèvement des 5 ml de milieu dans un tube plastique
2) puis centrifugation à 3500 tours/min, 15-20 minutes à 4'C
3) prélever le surnageant (en notant le volume)
4) congeler et lyophyliser

2ème partie : - Aspirer le 1 ml de milieu restant.
- ajouter 1 ml de sérum physiologique
- décoller les cellules avec un rubber-policeman
- ajouter de nouveau 1 ml de sérum physiologique
- prélever ces 2 ml dans un tube plastique
- rincer la boîte avec2 ml de sérum et les ajouter aux précédant 2 ml
- ajouter un même volume d'une solution à0.2 o/o de Triton X-100
- mélanger avec une pipette environ une vingtaine de fois la solution
- congeler 5 min à -20'C
- décongeler et centrifuger à 3500 tourVmin, 15-20 min à 4'C
- prélever le sumageant, en notant son volume
- concentrer I'enzyme dans la solution par congélation et lyophilisation

lll.1.2 - Dosage blochlmique des cathepsines L, B et H

a) Prlncipe
L'action des cathepsines sur des substrats type amino-methyl-coumari-

nylamides provoque la libération de groupements fluorescents dans le milieu
réactionnel :

-X..rÎ\-af*
E]IDOPEPTIDASE

Ces groupements fluorescents possèdent une longueur d'onde d'excitation de
I ex = 340 nm et d'émission l, em : 433 nm. On enregistre alors l'intensité de la
fluorescence en fonstion du temps à 30'C, ce qui permet de déterminer I'activité

ir
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éventuelle d'une cathepsine et sa spécificité selon le traitement subi par les cellules,
et le substrat utilisé lors du déclenchement de la réac'tion enzymatique (Pagano et
al., 1986).

b) Technique
On mesure I'activité des cathepsines L, B et H dans le lysat et dans le milieu

de culture préalablement lyophilisés, des cellules épithéliales Ctr et BPE.

Protocole : 1 . addition de 1/10e d'eau distillée par volume de lyophilisation mesurée
préalablement

2. ajouter ensuite 50 pl de cette suspension dans 440 pl de
tampon phosphate pH 6.0 ou pH 6.8 selon la cathepsine recherchée

3. puis 10 plde substrat (9 mM)
4. incuber dans une étuve à 37'C
5. stopper la r6action avec 250 pl de TCA 3 To + 250 pl tampon

acétate de sodium 0.1 M, pH 4.3
6. diluer au 11100ème pour etfectuer la lecture au spectrofluorimètre

I ex : 347 nm - l. em : 440 nm). La dilution se réalise dans du Brij
O . 1 o / o .

La composition des tampons est donnée en annexe.
Les substrats pour les dosages des cathepsines sont les suivants :

- Zphe Arg NHlvlec à pH 6.00 pour I'expression de la cathepsine L
- Z Arg Arg NHMec, pH 6.00 pour la cathepsine B
- Arg NHMEc à pH 6.80 pour la révélation de I'activité de la cathepsine H

3.2 - Etude de l'activité des sérines protéases

3.2.1.- Traitement des cellules
Les cellules (épithéliales Ctr, BPe et SHE) sont ensemencées dans des boîtes

de Pétri de 10 ml et traitées à confluence.

Protocole sulvl :
- ôter le milieu
- rincer avec du milieu à 0.1 % en BSA (pour les cellules épithéliales et 0.5 %

en BSA pour les cellules SHE).
- addition de 4 ml de milieu + ditférentes substances à la concentration désirée
- durée du traitement : 4 heures pour les cellules épithéliales

5 heures pour les cellules SHE
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Préparation des cellules :
- congeler à -80'C les 4 ml de milieu par boîte de Pétri
- laver les boîtes avec du PBS 2-3 ml
- gratter les cellules avec un rubber-policeman dans 1,5 ml de

tampon Tris-HCL 50 mM, pH 7.4
- agiter et congeler les cellules à -20'C pendant 15 minutes
- après décongélation, centrifuger à 3500 tours/min pendant 20 minutes à 4'G
- récupérer le surnageant @
- traiter ensuite le culot avec 200 pl d'un mélange tampon Tris-HCl

50 mM, pH 7.4 + 0.1 o/o Triton X-100
- agiter pendant 1 minute
- congeler 15 minutes à -20'C
- centrifugation à 3500 tourV20 minutes à 4'C
- congélation du sumageant (fraction oarticulaire)

9.2.2- Electrophorèse sur gel de gélatine et révélation de I'activité
enrymatlque : zymogramnile

a) Principe de l'électrophorèse zonale en tampons dlscontlnus
Lélectrophorèse en système discontinu permet de concentrer les protéines

préalablement diluées dans l'échantillon en des zones extrêmement fines avant que

celles-ci ne soient séparées en fonction de leur charge nette et de leur taille dans le
gel résolutif. Le système électrophorétique comprend plusieurs tampons et un gel de

stacking en amont du gel résolutif ; la matrice inerte dans laquelle les prot6in€s -

migrent est composée d'un gelde polyacrylamide foilement réticulé.
L'addition d'un surfactant polyanionique comme le SOS entrant dans la

composition des gels, fait que les protéines du mélange se comporteront comme des

anions. Le SDS se lie aux régions hydrophobes de la molécule protéique provoquant

son déroulement en chaînes polypeptidiques, ou la libérant de son association avec

d'autres molécules protéiques ou lipidiques. Toutes les protéines ont donc la même

charge nette et migrent vers l'élestrode positive quand on applique une tension. Le

seul critère de séparation sera donc la taille des protéines qui migrent et se séparent

sous forme de fines bandes en fonction de leur densité de charge.
Le zymogramme est une électrophorèse discontinue dans laquelle le substrat

(gélatine ou caséine) est inclus dans le gel résolutif pour permettre l'expression des
protéines enzymatiques. Après incubation en présence de CaCl2, I'activité
protéolytique se traduit par des plages de lyse du substrat. Après coloration et



37

séchage du gel et photogr:aphie en couleur, nous mesurons par densitométrie la

surface et I'intensité des plages d'hydrolyse du substrat.

b) Technique

1) Constitution du oel de résolution
pour une plaque de 45 ml

11 ml

1 1.25 ml

9ml
5.4 mg dans 7.56 ml H2O

0.9 ml
32.41tl

2N 1rl

Couler le gel et ajouter un film d'eau bidistillée pour aplanir la surface.

temps de polymérisation est d'environ t h. - t h.30 à température ambiante (20'C).

2) Stackino gel

Pour une Plaque 15 ml

. acrylamide 30 %
Bis acrylamide 1 %

. tampon Tris 1,5 M
pH 8.8

. glycérol SDS

. Gélatine
(dissolution 15 min dans l'étwe à 56'C)

.SDS2%

. TEMED
Dégazage de l'ensemble de la solution

. persulfate d'ammonium à 25"/"' 
(préparation extem po ranée)

. acrylamide 30 %
Bis acrylamide 1 %

. tampon Tris 1M, pH 6.8

.SDS2%

. HeO distillée

. TEMED

Dégazer le mélange

. persulfate d'ammonium à 25 %

5.25 ml

5.25 ml

150 pl

5.4 ml

9 ttl

45 pl

Couler le gel après avoir retiré le film d'eau bidistillée et glisser le peigne

(épaisseur 1.5 mm - 15 dents). Temps de polymérisation : t heure.
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3) Tamoon d'incubation pour échantillon
. tampon Tris 1M, pH 6.8 2 ml
. SDS 1ïo/o 2 ml solution mère se
. glycérol 100 o/o 2 ml conservant à 4'C
. bleu de bromophénol à0.4"/" 2ml
Prélever 40 pl de la solution tampon d'incubation plus 50 pl d'échantillon

(particulaire ou cytosolique), bien mélanger et déposer les 90 pl dans un puits.

. Prévoir un puit pour le "standard" : 20 pl de marqueur'Amersham"
+ 20 pl sol. tamPon d'incubation

4) Tamoon d'électroohorèse. pH 8.3
. tampon Tris 0.025 M 30.3 grammes
. glycine 0.192 M 144.4 grammes
. SDS 0.1 "/" 10 grammes
qsp 1000 ml eau bidistillée
Amener à pH 8.3 et diluer au 1110e cette solution lors de I'emploi. Cette

solution est utilisée pour la migration du courant dans la cuve d'électrophorèse.
. laisser migrer le gel une nuit à 40 volts.

5) Solution de lavaoe
24 heures après, on stoppe l'électrophorèse et on procède au lavage du gel

par une solution de Triton X-l00 à2.5 7o, pendant t heure avec agitation légère. Le
lavage a pour but d'enlever le SDS qui est à la longue dénaturant.

6) Tampon d'incubation n'2
. tampon Tris 0.1 M 6.05 grammes
. CaCl2 10 mM 0.73 grammes
qsp 500 ml, pH 7.4
. ôter la solution de lavage et ajouter le tampon d'incubation
. laisser 48 heures à 37'C, sans agitation. Ce deuxième tampon a pour rôle

de révéler I'expression de I'activité enzymatique.

7) Coloration
. bleu de coomassie 0.5"/o
. acide acétique 1O olo

. propanol-2 3O o/o

. colorer pendant 30 à 40 min. àtempérature ambiante, sans agitation.
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8) Décoloration
. acide acétique 75 ml
. méthanol 50 ml
qsp 1000 ml
. laisser 48 heures à température ambiante. Le gel se conserve ensuite

indéfiniment.
Le bleu de coomassie colore I'ensemble du gel en bleu en se fixant aux

protéines (gélatine). L incubation à pH 7.4 permet la détection des protéases par

hydrolyse des gélatines réparties dans le gel. Les bandes blanches révélées

correspondent à la surface de lyse.

IV . TRAITEMENT ET ETUDE DE L'EXPRESSION DU GENE ODC

Pour faciliter I'analyse de l'induction de I'ARN messager du gène ODC par les
techniques de biologie moléculaire, les cellules sont soumises au préalable à des
conditions de culture restreinte. Pour cela, la concentration du sérum du milieu est
ramenée à 0.5 % pendant 18 heures ; ensuite le traitement par le cancérogène se
fait dans le milieu DMEM-H21 O.1 o/o BSA pour les cellules épithéliales et DMEM-H16
5 % sérum pour les cellules SHE.

Les cellules sont aloa grattées dans 2 x 1 ml PBS, centrifugées à 1000
tours/min pendant 10 min. Les culots sont ensuite congelés à -80'C.

4.1 - Protocole d'extraction de I'ARN

Toutes les solutions (annexe) et les tubes eppendorfs sont filtrés ou
autoclavés pour être exempts de toutes traces de RNase. ll est donc impératif de
manipuler avec des gants et de travailler dans la glace.

Le protocole d'extraction de I'ARN utilisé est une modification de celui mis au
point par Birboim (1988).

1 - Addition de 400 pl de solution RES sur le culot cellulaire. Remettre en
suspension et déposer dans un eppendorf + 40 ;rl d'une solution de
protéinase K (1 mg/ml) vortexer et mettre zu bain-marie 50"C pendant
30 min.

2 - puis ajouter 27 pl d'une solution NaAc 3M + 933 pld'éthanol 95"/" froid.
vortexer et mettre au congélateur -20'C,20 min.

3 - Centrifuger eruiuite 10 min. à 4'C
4 - Enlever comolètement le surnageant. Ajouter 450 pl de solution RES +



40

25 plde protéinase K (1 mg/ml). Remettre au bain-marie 50'C 30 min.

5 - Ajouter 50 pl d'un mélange phénoUcholroforme/isoamyl (25vl24vl1v, pH 8).

Vortexer et centrifuger 2 min.
6 - On obtient 2 phases. Prélever la première phase (phase aqueuse) et

déposer I'eppendorf dans la glace.
7 - Ajouter 50 pl d'une solution RES sur ce qui reste dans le premier tube.

Vortexer et centrifuger 2 minutes.
8 - De nouveau 2 phases : prélever la phase du dessus et l'aiouter au premier

prélèvement.
9 - sur le mélange de ces 2 phases : ajouter 50 pl d'un mélange

chloroforme/isoamyl. Centrifuger de nouveau 2 min.
10 - obtention de 2 phases : prélever la phase aqueuse et la mettre dans un

nouvel eppendorf. Ajouter 3.75 pl d'acide acétique 2M et 0.5 ml
LiOl/Ethanol Vortexer et mettre à précipiter dans la glace (0'C) le RNA
pendant 1 nuit.

11 - Centrifuger ensuite pendant 2 min - 13 rpm x 10000 - 4'C . ôter
complètement le surnageant (contami nation d'ADN )

12 - Ajouter 100 pl de CCS surchaque culot et remettre en suspension
plusieurs fois à la pipette.

13 - Précipiter de nouveau avec 5 pl de NaAc 3M + 300 pl d'éthanol 95 "/"
froid. Vortexer et mettre à -20'C perdant 10 minutes minimum.

14 - Centrifuger 10 minutes à 13 x 1000 lpm à 4'C. Enlever le surnageant.
Ajouter 300 pl d'éthanol 70 "h froid. Vortexer et centrifuger à froid
5 minutes.

15 - Enlever le surnageant et sécher les culots dans un bain d'éthanol/glace
10 min.

16 - Ajouter 25 pl de solution TE. Attendre 2 à3 min. et remettre en
suspension. Vortexer.

17 - Ajouter 50 pl d'une solution "Urea Layer Mix' dans un nouvel eppendorf
+ 5 pl d'échantillon ;faire un témoin avec 5 plde RNA pur. Déposer sur un
gel1 o/o agarose dans du tampon borate + bromure d'éthidium. Migration
t heure 70 volts. Ce gel permet de contrôler l'intégrité de notre RNA.

4.2 - Northern blot

1 - Préparer un gel 1 o/o âQàrose dans du tampon Borate. Autoclaver
I'ensemble pourqu'ilsoit exempt de RNase.
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2 - Déposer un mélange 10 pl extrait RNA + 10 pl "urea layer mix'. Prévoir

un contrôle RNA pur.
3 - Mettre à migrer 2 heures - 74 volts (60 mA)
4 - Après migntion, préparer 2 feuilles de papier Whatman déposées sur le

support d'un 2ème système d'électrophorèse. Les extrémités des 2 feuilles
plongent dans une solution 20 SSC. Le gel de migration est déposé sur le

papier Whatman. Déposer ensuite un filtre Hybond N+ tout contre le gel

en chassant bien l'air. Puis ajouter un ensemble de feuilles Whatman et un
poids pour qu'il y ait le maximum de contact, c'est à dire pour faciliter le

transfeil entre le filtre et le gel durant la nuit à température ambiante.

4.3 - Hybridation

1 - Prélever le filtre Hybond N+ et le mettre à incuber dans une solution 0.05 N

NaOH - 5 min.
2 - Ensuite rincer le filtre dans une solution 2 SSC pendant 5-10 minutes.

3 - Préparer une solution de "préhybridation" :
1 M NaCl
1 o/o SDS
1Oo/o Dextran Sulfate

Ajouter 100 pg/ml d'ADN froid de sperme de hareng. Mettre le filtre

Hybond N+ dans cette solution et incuber au bain marie 65"C pendant

15 minutes minimum.
4 - L hybridation se fait pendant une nuit à 65'C avec agitation en présence

d'une sonde cADN marquée 
"r 

32phosphore. La sonde cADN est aioutée

direstement dans la solution de préhybridation où se trouve le filtre. La

sonde cnOru-32p a été préparée par nos soins à partir d'un fragment de

937 bp provenant du gène ODC cloné à partir de cellules rénales de rat

(Van Kranen, 1987).

4.4 - Autoradiooraphie

1 - Après incubation avec la sonde marquée, rincer 2 fois le filtre Hybond l'l+

avec du tampon 2 ssc.
2 - Ajouter ensuite du tampon 2 SSC - 0.1 "/" SDS. Remettre en agitation

pendant 30 min à 65'C.
3 - Rincer une seconde fois le filtre avec ce même tampon, de nouveau

30 min.
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4 - Placer ensuite le filtre sur une plaque pour révélation.
Au bout ds 30 minutes, grâce à un systàme performant Phosphore lmage,
(Biosystem-Applied) on peut déjà avoir une image du blot.
Lautoradiographie continue pendant 24 heures. La plaque pour révélation
permettra ainside quantifier IODC-ARNm produit par les cellules soumises

aux ditférents traitements chimiques.
5 - Le filtre est placé sur un film photographique et I'ensemble est conservé

dans un boitier à -70'C pendant quelques iours.
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RESULTATS

1ère Partie : Etude de l'lnduction de I'activlté ODC par le TPA.

Comme nous I'avons mentionné dans I'introduction, I'application topique de
TPA sur la peau de souris entraîne régulièrement une stimulation de I'ODC dans les
cellules cibles épidermiques, une réastion inllammatoire dermique, et à plus long
terme la formation de tumeurs.

Pour se rapprocher des conditions expédmentales, nous avons étudié I'action
spécifique du TPA sur I'industion d'omithine décarborylase dans des cellules proches
de l'état normal (cellules épithéliales Ctr) mais zussi à une étape avancée de
transformation (cellules traitées par le benzo(a)pyrène BPe).

1 - Etude de I'induction de I'actlvité ODC dans les 2 lionées de cellules
épithéliales. Ctr et BPe.

1.1 - Cinétique d'induction de I'ODC par le TPA
Les conditions de traitement des cellules Ctr et BPe ont été précédemment

déterminées dans notre laboratoire. ll est apparu que le TPA à la dose testée
classiquement ,r, oitto (O.16 pM soit 0.1 pg/ml) s'est révélé beaucoup trop toxique
pour les cellules épithéliales. De plus le traitement des cellules 10 % de sérum dans
le milieu a fait apparaitre non seulement une forte stimulation de I'astivité ODC mais
également une grande variabilité des résultats inter-expérimentaux. Nous avons
donc:

- substituté le sérum par 0.1 o/o de BSA et
- utilisé le TPA à la concentration de 4.10-8 U soit 0,025 pg/ml

Les premières expériences (fig. 7) montrent que +.tO-8 M (0,025 pg/ml) de
TPA dans un milieu contenant 0.1 o/o BSA-DMEM H21, est la concentration optimale
pour induire une zugmentation de I'activité ODC sans interférence avec des etfets
toxiques. On peut constater que le taux ODC induit par le TPA est nettement plus
important chez les cellules témoins Ctr. Cette activit6 augmente de 4 fois par rapport
au taux basal après 4 heures de traitement, et de 7 fois après 6 heures.

Chez les cellules traitées BPe transformées, I'induction d'ODC est plus faible :
2 fois supérieure au taux basal après 4 heures de traitement et 4,5 fois au bout de 6
heures.
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Globalement, on peut constater que I'industion d'ODC représente déjà 2 fois le

taux basal après 2 heures de traitement, atteint un plateau entre 6 et I heures, et
revient au taux basal au bout de 16 heures de traitement.

A la vue de ces résultrats, nous avons dorrc choisicomme durée de traitement
t = 4 heures, temps sutfisant pour obtenir une induction mesurable de I'activité ODC
dans les cellules épithéliales pulmonaires.

Après avoir contrôlé que nos cellules étaient sensibles à l'action du TPA, nous
avons également vérifié les changements dans I'astivité ODC de nos 2 lignées
cellulaires Ctr et BPe à I'aide d'un inhibiteur de I'ODC, le DFMO.

1.2 - Modulation de I'ODC par un inhibiteur irréversible. le DFMO.
Nous avons réalisé une série d'expériences avec le DFMO, (adifluoromethyl-

ornithine). Ce produit agit comme substrat-suicide de I'enzyme (Takigawa et al.,
1982) et permet de contrôler I'activité ODC de nos 2 lignées de cellules épithéliales,
Ctr et BPe.

Après avoir déterminé la dose de DFMO etficace (1.25 1O-5 M), I'inhibiteur a
été testé seul, en association simultanée avec le TPA (t0) ou en traitement ditféré de
3 heures (t3). A la fin, les boîtes de cellules sont toujours soigneusement lavées au
PBS pour enlevertoute trace de DFMO.

L'ODC synthétisée par les cellules Ctr apparaît être sensible à I'action du
DFMO, cr-difluorométhyl-omithine. On constate qu'après 4 heures de traitement
(Tableau 3) , le DFMO inhibe de 50 7o I'activité ODC par rapport au taux basal-
acétone (4.17 contre 7.37 nmol COZmg prot./60 mn). ll en est de même lorsque le -

DFMO est ajouté au TPA : simultanément (t0), I'inhibiteur diminue d'environ 40 olo

f induction de I'ODC par le TPA ; cette inhibition est d'environ 20 "/" (21.80 : 25.57
nmol CO?mg prot./60 mn) lorsqu'il n'y a qu'une heure de contact du DFMO avec les
cellules. Linhibition de I'ODC par le DFMO par rapport au taux basal-acétone est
d'autant plus forte que le produit a été en contact plus longtemps avec les cellules ;
entre 4 et 6 heures, les proportions sont les suivantes : 4.17 : 7.37 et 2.80 :
8.85 nmol GO2/mg prot./60 mn.

Les cellules BPe sont beaucoup plus sensibles à I'action du DFMO puisque
f inhibition de I'ODC est de 80 % par rapport au taux basal acétone après 4 heures de
traitement, et cette inhibition reste similaire après 6 heures de traitement.

On retrouve également une diminution de I'activité ODC lorsque le DFMO est
ajouté simultanément (t0) ou ditféré de 3 heures (t3) par rapport au TPA.
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TABLEAU 3 : Inhibition d€ I'ODC par un substrat-suicide, le DFMO dans les

cellules épithéliales Ctr et BPe

Lionée Temos de Activité ODC Facteur de
celÉlaire traiteiment Traitement nmolOO2/mgprot variation

/60 mî

Acétone 7.37 +O.8 1
DFMO 1.25 10-5 u 4.17 0.57

crr 4 h. TPA 4 1o-8 M 25.57 t 1.7 3.47
TPA + DFMO, t0 15.17 t 0.37 2
TPA + DFMO, t3 21.80 t 0.86 2.87

Acétone 8.85 1 1.0 1-2
6 h. DFMO 2.80 7 0.7 0.4

TPA 52.10 + 1.9 7.4

Acétone 10.05 + 1.0 1
DFMO ',1.2510-5U 2.5 0.25

BPe 4 h. TPA + 4.10-8M 22.90 t 1.6 2-2
TPA + DFMO, t0 5.6 10.12 0.56
TPA + DFMO, t3 15.6 t 2.25 1 .55

Acétone 10.80 t 0.9 1
6 h DFMO 2.90 10.6 0.3

TPA 45.60 t 1.8 4.5

Iæs cellules épithéliales sont traitees pendant 4 et 6 heures avec du TPA

(0.0Æ pglml). Le DFMO est aiouté dans le milieu simultanément (t0) ou différé de 3

heures par rapport à I'ester de phorbol (t3).

Iæs résultats de I'activité ODC (exprimée en nmoles de CO2 par mg de

protéines après 60 mn d'inctrbation) représentent la moyenne de 3 expériences en

triplicata (M t SD).
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1.3 - Détermination de I'activité ODG après traitement multiple

t"tt" t*
Comme nous I'avons rapport6 précédemment dans I'introdustion, in vioo, le

TPA est toujours utilisé de façon prolongée avec de multiples traitements. De laçon
similaire, nous avons étudié in ùtro I'astion du TPA en traitements rép6tés sur les
cellules épithéliales Ctr et BPe.

Les cellules épithéliales ont été traitées dans un premier temps avec du TPA
pendant 2 heures. Puis le milieu a été changé et remplacé par du milieu DMEM H21
10 o/o SEV pendant 24 ou 48 heures, temps de latence entre le premier et le second
traitement par le TPA (ou par I'acétone) pour une durée de 5 heures (milieu 0.1 o/o

BSA). L'intervalle de temps retenu, 24 ou 48 heures, correspond à peu près à un
multipfe du temps de doublement des cellules Ctr et BPe, qui est de 22-23 heures. Le
Tableau 4 nous montre : (1) que pour les cellules Ctr, le ler traitement par le TPA
conduit à une forte stimulation de I'activité ODC :5.8 fois plus importante que le taux
basal acétone. Par contre, lorsque les cellules ont été prétraitées par le TPA et
qu'elles reçoivent un second traitement à 24 heures d'intervalle, on observe une
diminution de 25 olo de I'activité ODC dans les cellules épithéliales témoins Ctr (31 .70
contre 42.25 nmoles CO?mg prot./60 mn). Cette diminution d'activité ODC n'est plus
que de 15 o/o lorsque I'intervalle de temps séparant les 2 traitements par le TPA est
de 48 heures.

(2) que les cellules BPe sont également sensibles à
l'action du TPA en premier traitement : l'activité ODC est stimulée 3.6 fois plus que le
taux basal acétone. De même lorsque les cellules reçoivent un premier traitement de
TPA puis un second à 24 ou 48 heures d'intervalles, la diminution de I'activité ODC -

est également observée et représente environ 50 o/o gÀr rapport au témoin TPA
(14.70 et 15 nmoles contre 29.90 nmoles de CO?mg prot./60 mn).

Le traitement répété par le TPA provoque une désensibilisation des cellules
vis à vis du cancérogène. Ce phénomène de modulation régressive sera pris en
co nsidé ration dans nos expéri ences cellulai res.
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TABLEAU 4 - Modulation réoressive de I'activité ODC après traitement mutiple

oar le TPA. dans les cellules épithéliales Ctr et BPe.

Lignée
cellulaire

1er traitement
0h.

2ème traitement
24h. 48 h

activité ODC Fasteur de
nmofes CO2/ng variation
protéine/60 mn

Cellules
Ctr

1. Acétone
2. Acétone
3. TPA
4. TPA
5. Acétone
6. Acétone
7.TPA
8. TPA

Acétone
TPA
Acétone
TPA

7.20 7 0.8
42.25 t 1.7
8.401 0.8

31.70 t  1 .5
6.90 10.6

36.60 t 0.9
7.00 7 0.7

31.30 t  1 .6

Acétone
TPA
Acétone
TPA

1
5.8
1.1
4.4
1
5.3
1
4.5

Cellules
BPe

1. Acétone
2. Acétone
3. TPA
4. TPA
5. Acétone
6. Acétone
7. TPA
7. TPA

Acétone
TPA
Acétone
TPA

8.10 10.7
29.20 t 1 .8
8.70 1 1.0

14.70 ! 1.4
7.90 10.8

27.70 t 1 .4
7.70 t 0.6

15.00 t  1 .7

Acétone
TPA
Acétone
TPA

1
3.6
1
1.8
1
3.5
1
1.9

. TPA à la crcncentration de 4.10€lr{ dans le milieu DMEM 112'1, - 0.1 Vo BSA.

Après 2 heures du ler traitement,le milieu est drangé; le second traitement a lieu 24

heures ou 48 heures après et le TPA est laissé en contact avec les cellules pendant 5

heures.
I-es résultats de I'activité ODC représentent la moyenne de 4 expériences en

triplicata.

1.4 - Action successive du Benzo(a)pyrène et du TPA :
r"aèt" ,r,,,","rr

Pour simuler in oitro le test de cancérogénèse en deux étapes : initiation '

promotion, nous avons étudié l'action successive en 2 étapes de I'hydrocarbure
benzo(a)pyrène et du TPA sur les cellules épithéliales proches de la normale, Ctr.

Après avoir déterminé la dose de BaP non toxique pour les cellules Ctr, le BaP

a été ajouté dans le milieu à ditférents temps avant le traitement par le TPA. Les
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l8 heures de carmce en arginine et un déblocage de

la simthèse Éplicative par addition d'arginine-

(D 'après  Gent ' i  I  e t  a l  .  ,  1976 )  .
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résultrats du tableau 5 montrent que si le BaP est employé seul ou peu de temps
avant le TPA, nous obseruons peu de modification dans l'activité ODC (moyenne de
450 nmol CO2lmg prot./60 mn). Plusieurs travaux ont démontré que les métabolites
du BaP forment des adduits dans I'ADN, il semblerait que dans ce traitement à court-
terme les métabolites du BaP n'ont pas d'etfet sur le gène ODC puisque le taux basal
ODC ne change pas et que le gène est toujours stimulable par le TPA.

A long terme, nous avons traité les cellules pendant 20 heures avec du BaP
suivi par un traitement avec du TPA pendant 4 heures (tableau 6).

On constate que lorsque le BaP est aiouté pendant 20 heures, quelle que soit
la concentration (1 ou 2 pg/ml), il y a diminution de l'activité ODC basale. Par contre,
en présence du TPA, la stimulation redevient équivalente au groupe non traité par le
BaP (environ 140 nmol GO2lmg prot./60 mn). ll y a donc inhibition du gène ODC par

les métabolites du BaP. Mais le gène conserve toutefois son intégrité puisqu'il reste
stimulable par le TPA : il n'y aurait pas dénaturation du gène ODC par le BaP.

TABLEAU 5 : Action successive du Benzo(a)pyrène et du TPA sur I'induction

d'ODC dans les cellules épithéliales Ctr. Action à court-terme.

Traitement des
cellules épithéliales Ctr Activité ODC

nmol CO2lmg prot./60 mn
4 heures

BaP t0
BaP t-1
BaP t-2
BaP t-3

Acétone
TPA
BaP
TPA
TPA
TPA
TPA

55.49 1 1.59
435.62 1 10.62
53.36
406.96 1 17.68
442.45118.95
470.5
595.5 3 11.5

Iæ BaP est ajouté préalablement dans les cultures de cellules épithéliales

pendant 1, 2 ou 3 heures. Iæs cellules Ctr sont ensuite rincées pour ôter toute trace de

BaP avant le traitement par le BaP. Dans le grouPe t0, le BaP est ajouté

simultanément au tPA.
Moyenne des résultats de deux exffriences en duplicata (M + SD)
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TABLEAU 6 : Action suocessive du Benzo(a)pyrène et du TPA sur I'induction
6ODC dans les cellules épithéliales Ctr. Action à long-terme.

Traitement préalable
pendant 20 heures

Traitement
pendant 5 heures

Activité ODC
nmol COZmg prot./60 mn.

Milieu
Milieu

Acétone
TPA

50.30 t 4.8
147.28

BaP 1
BaP 1

pg/ml
pg/ml

Acétone
TPA

19.66  1  1 .24

147.21

BaP 2 pg/ml
BaP 2 pg/ml

Acétone
TPA

24.75
142 1 1.75

Iæ BaP est ajouté aux cellules pendant 20 heures dans du milieu DMEM-I{21 à
'1.0 

Vo SEV. I-e traitement par le TPA est effectué pendant 5 heures dans un milieu

DMEM-FI21 à 0.1 Vo BSA. Les cellules sont eruuite soigneusement rincées avec du

PBS et congelées à -80.C jusqu'au dosage de I'ODC.

Moyenne des résultats de deux exp,ériences en triplicata (M t SD).

1.5 - lnduction de I'activité ODC dans les cellules Ctr et BPe
r"r"t.t,.é*

Les expériences préliminaires réalisées avec le TPA ont montré que le taux

d'induction de I'ODC était nettement plus important chez les cellules épithéliales
témoins Ctr (taux 4 fois supérieur à celui du témoin acétone) que pour les cellules
BPe (rapport 2 : 1) (résultats du paragraphe 1.1). Sachant que I'activité ODC est liée

à la synthèse de I'ADN, nous nous sommes posés la question de savoir si cette
différence du taux d'ODC entre les 2 types cellulaires ne serait pas liée à une phase

ditférente dans le cycle cellulaire.
Pour vérifier notre hypothèse, nous avons cultivé les cellules dans un milieu

déficient en arginine pendant 18 heures ; c est le temps nécessaire pour l'épuisement

complet de l'aryinine intracellulaire et pour que les cellules se trouvent à la même
phase de division (GO), correspondant au phénomène de synchronisation de

croissance (figure 8).
Les cellules sont ensuite traitées selon le protocole classique dans du milieu

DMEM-H21 à 0.1 o/ode BSA. Le traitement avec le TPA (4.t0-8 M) a lieu exactement
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pendant la phase S de la division cellulaire, Cest-à-dire 4 heures après avoir aiouté

du milieu avec arginine.
Les résultats (TableauTl montrent clairement que le taux d'induction de I'ODC

par le TPA est toujours important, à peu près 4 fois le taux d'ODC basal-acétone

dans les cellules Ctr (136 : 42 nmol CO2lmg prot./60 mn). Par contre, pour les

cellules BPe, I'ODC irduite par le TPA est toujours plus faible, à peine 2 fois

supérieure au taux basal (16.65 :10.55 nmol GOZmg prot./60 mn).

La réponse au TPA entre les 2 lignées cellulaires est donc de 4 fois supérieure
par rapport au taux basal-acétone pour les cellules Ctr, et de 2 fois pour les cellules

Bpe. Cette ditférence obseruée avec les cellules synchronisées est la même que

lorsque nous avons réalisé nos expériences d'induction de I'ODC par le TPA, sans

synchronisation préalable (paragraphe 1 ).
Cette ditférence de réponse de I'ODC au TPA entre les 2 lignées épithéliales

pourrait être dûe alors soit à une différence dans I'activation du gène ODC (phase

transcriptionnelle) soit à une régulation de I'ODC au niveau cytoplasmique (étape

post-transcri ptio n nelle).

TABLEAU 7 : Induction de I'astivité ODC par le TPA après synchronisation
des cellules Ctr et BPE.

Ctr Acétone
TPA 4.10-8Ut

Acétone
TPA 4.10-8Ut

42.03 + 6.09
136.03 +7.8' l

10.55 + 0.86
16.65 + 1.40

1

3.24

1

1 .58
BPe

Après 18 heures de culture en milieu déficient en arginine et 4 heures après la

remise du milieu arginine-plus,les cellules sont traitées avec le TPA (4.10-8 tut) d"*

le milieu DMEM-H2l à 0.1 Vo BSA. La réaction est stoPpée au bout de 4 heures. Les

résultats de I'activité ODC représentent la moyenne de 2 expériences en triplicata.
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Nos premiers résultats mettent en évidence la sensibilité de nos 2 lignées de
cellules épithéliales à I'astion de I'ester de phorbol. Les cellules épithéliales témoins
(Ctr) et traitées (BPe) présentent un taux d'induction ODC relativement constant par

rapport au taux basal, même après plusieurs p.Fsages hebdomadaires.
Du point de vue quantitatif, la ditférence du taux d'induction de I'ODC entre les

2 lignées, 4 : 1 chez les témoins et 2 : 1 chez les cellules transformées, semblent
indiquer que les cellules témoins Ctr sont nettement plus sensibles à I'action du TPA.

Pour approfondir cette question, l'étude de I'expression du gène ODC a été
réalisée sur oes 2 lignées cellulaires dans le but de déterminer s'il y avait un taux
d'ARN messager ditférent entre elles. Pour faciliter I'exposé, nous avons regroupé les
résultats dans une 4ème partie, intitulée étude moléculaire de I'expression du gène

codant pour I'ODC.
Les expériences que nous avons réalisées selon une adaptation du schéma

de traitement iz aioo : traitements répétés des cellules témoins par le TPA ou
traitement préalable de ces cellules par le BaP puis par le TPA, ne peuvent
reproduire exactement les résultats obtenus in aioo sur la peau de souris. Ceci
démontre I'intérêt d'étudier en parallèle I'action du cancérogène TPA sur 2 lignées de
cellules parentales, I'une témoin proche de l'état normal et I'autre à un stade plus

avancé de la transformation.

2 - Etude de l'lnductlon de I'activité ODC dans les cellules SHE.

2.1 - Détermination des conditions de culture et de traitement des
cellules SHE.

Nous avons testé dans un premier temps, le TPA sur les cellules SHE dans
tes mêmes conditions décrites précédemment, à savoir un milieu à 0.1 % BSA -

DMEM H16.
Ces conditions de cultures se sont avérées inadéquates car nous avons pu

observer un état de soutfrance des cellules, voire même de décollement, et obtenir
des résultats très variables entre 3 puits d'un môme traitement.

Nous avons donc testé un milieu DMEM H16 avec une concentration de
sérum à1%et 5 % (tableau 8) et 2 concentrations de TPA (4.10-8 M) comme pour

les cellutes épithéliales, et (16.10-8 M) dose généralement étudiée en tant qu'etfet
promoteur dans le test de transformation sur SHE.

N'ayant pas obtenu de grande ditférence entre 4 et 16I M, nous avons
préférencié la dose de 16.10-8 U de TPA testé avec un milieu DMEM-HI6 à 5 "/o de

sérum, pour être le plus proche possible des conditions de traitement utilisées lors
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d'un test de transformation cellulaire. Bien que le facteur d'induction de I'ODC par

rapport au témoin soit plus important dans un milieu à 1 "/" de sérum (4.6) que 5 %
(2.9), nous avons retenu ce dernier e:;r c'est dans ce milieu que les cellules
conservaient leur aspect fibroblastique et n'apparaissaient pas soutfrantes.

Pour nous rapprocher le plus possible des conditions de culture lors des tests
de transformation, des expériences ont été réalisées avec un milieu D-MEM H16
modifié à pH 6.7 (tableau 9).

Tout comme dans le cas du sérum, nous avons retenu le milieu à pH 6.7 qui

donne des valeurs plus élevées et plus régulières pour I'activité ODC, permettant

ainsi de mieux appréhender toute modification de l'astivité ODC par une substance
chimique.

TABLEAU I : Etude du rôle de la concentration en sérum du milieu DMEM H16 -

pH7.2 sur I'activité ODC dans les cellules SHE

concentration
en sérum

1 o/o 5 o/o

Traitement

Acétone

TPA 4.10-8 Ut

TPA 16.10-8 M

' |..12

4.18

5.13

4.16

10.74

11.73

Iæs résultats exprimés en nomoles de CO2lmg protéines/60 mn, représentant
la moyenne d'une expêrience en triplicate.

TABLEAU 9 : Influence du pH du milieu sur I'activité ODC dans les cellules SHE

DMEM H16
Traitement pH 6.7 pH 7.2

Acétone

TPA 16.10-8 M

25.1415.39

48.71 + 12.02

3.16 10.55

9.65 + 1.68

Résultats exprimés en nmoles de CO2lmg protéines/60 mn représentant la
moyenne de 2 erpdriences en triplicate
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Le protocole de traitement retenu pour les cellules SHE pour la mesure de
l'activité ODC est donc le suivant :

- traitement des cellules SHE à confluence.
- Milieu DMEM-H16 modifié à oH 6.7
- 5o/o de sérum
- Concentration en TPA : 16.10-8 U (= 0.1 pg/ml)

2.2. - Cinétique d'induction de I'ODC par le TPA
Lorsque le promoteur tumoral TPA est ajouté aux cultures confluentes de

cellules SHE de passage précoce, à la concentrdion finale de 16.108 M, I'activité
ODC augmente rapidement atteignant un pic 5 heures après le début de I'incubation
(figure 9). Ce taux est 2 fois supérieur au taux basal. Contrairement aux cellules
épithéliales, il n'y a pas de phase plateau : I'activité ODC décroit très rapidement.

Nous avons donc retenu t = 5 heures comme temps d'incubation du TPA avec
les cellules SHE, temps nécessaire et sutfisant pour bien mesurer I'activité ODC. ll
faut noter que ce temps de 5 heures est à peu près le même que pour le taux
maximal d'ODC induit par le TPA sur les cellules épidermiques inoiw.

Les résultats obtenus sur les cellules SHE cultivées à confluence mettent en
évidence la sensibitité de ces cellules à I'action du TPA dans nos conditions
expérimentales. L'induction de I'ODC est nettement supérieure et plus constante
avec le milieu de culture à pH 6.7. Avec ce milieu, I'activité ODC cytoplasmique est 2
fois plus élevée sous l'action de 16.10-8 M de TPA, qu'à pH 7.2.

Nous avons étudié dans les mêmes corditions I'expression du gène ODC'
dans les cellules SHE, avec ou sans présence de TPA. Pour faciliter I'exposé, les
résultats sont rapportés dans la 4ème partie concernant la biologie moléculaire.
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2ème Partie : Modulatlon par des substanses rénoblotlques de I'actlvité ODC

indulte Par le TPA.

Les études réalisées in oioo (Nguyen-Ba., 1988) ont montré que I'application

d'anti-inflammatoires modulaient I'ODC induite par le TPA dans le compartiment

épidermique. Nous avons réalisé une série d'expériences in oitro pour déterminer si

ces anti-inflammatoires agissaient directement sur les cellules cibles épidermiques

ou de façon indirecte par suite de l'inhibition de la réætion inflammatoire.

TPA
/ l

, l

oDc i
TUZ <- DXME
I

Acide Arachidonioue

1 - Action des anti-inflammatoires non stéroidiens sur les

cellules éoithéliales.

1.1. - lndométacine.
Lindométacine, inhibiteur de la synthèse des prostaglandines, a été utilisée à

des doses croissantes jusqu'à 4.10-5 M ffableau 10).
Le TPA stimule toujours I'activité ODC dans les cellules Ctr : 31.9/8.4 taux

basal acétone. L addition d'indométacine dans la culture cellulaire Ctr ne modifie en

rien son astivité ODC. De même lorsque l'anti{nflammatoire est ajouté

simultanément (t0) ou ditféré de 3 heures (t3) au TPA, on ne retrowe que I'etfet

inducteur du TPA (moyenne des valeurs observées : 26.8 (a t0) et 31 (à t3) nmoles

COZmg prot./60 mn).
ll en est de môme pour les cellules BPe : les cellules répondent bien à l'action

du TPA puisque le taux d'induction d'ODC est 2lois supérieure à celui de I'acétone,

comme nous I'avons trouvé dans les expériences précédentes. Ladionction

d'indométacine (t0 ou t3) ne modifie en rien I'activité ODC induite par le TPA dans les

celf ules cibles in oitto.
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L'indométacine n'a pas montré d'action directe sur les cellules épithéliales lrl

aitro : par contre in viw, I'indométacine inhibe la réaction inflammatoire dans le

derme et protège etficacement les cellules épidermiques contre I'effet inducteur du

TPA.

TABLEAU 10 : Action des anti-inflammatoires sur I'ODC induit par le TPA dans les

cellules épithéliales : étude avec I'indométacine.

Cellules Traitement Activité ODC Facteur
nmol/CO2lmg/proV60mn variation

1
1
3.8
3.2
3.7

1
1
2.2
2.O
2.1

Ctr

BPe

Acétone
Indom. 4.10-5 M
TPA 4.10-8 M
TPA + Indom., t0
TPA + Indom., t3

Acétone
Indom.4.1O-5 u
TPA 4.10-8 Ut
TPA + Indom., t0
TPA + Indom., t3

8.410.8
8.0 10.4

31.9 I  2 .5
26.8 7 4.0
31.0 1 4.1

7.9 10.5
7.8 10.9

17.4 + 3.2
16.0 1 3.0
16.6  12.5

Les cellules témoins (Ctr) et traitées par le 3xp (BPe) sont traitées Par le TPA

pendant 4 h. ; I'indométacine est ajoutée en même temPs que le TPA (t0) ou 3 h. après -

le TPA (t3) ; I'incubation est arrêtée à la quatrième heure. Moyenne de 2 expériences

en triplicata (M 1SE).

1 .2. . NDGA.
Contrairement aux résultats publiés h ttioo, l'acide nordihydroguaiârétique,

NDGA, (inhibiteur de la synthèse des leucotriènes) peut diminuer le taux basal

d'ODC avec une dose relativement faible de 2.10-5 M dans les 2 lignées cellulaires
(Tableau 11) : diminution de 50 % dans les cellules Ctr et BPe. Dans ces

expériences les cellules Ctr et BPe sont touiours sensibles à I'action du TPA

(stimulation de 4 et 2 fois supérieures au taux basal acétone, respectivement) mais le

NDGA peut inhiber t'industion d'ODC : utilisé simultanément avec le TPA à t0, le

NDGA fait baisser ce tzux ODC de 70 % dans les 2 lignées cellulaires (9.4 contre

31.8 nmoles CO2/mg prot./60 mn pour les Ctr). Ajouté seulement t heure avant la fin
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de I'expérience, Cest à dire après 3 heures de traitement par le TPA, I'inhibition est

en@re de 30 o'/" (4.8 contre 15.9 nmoles COZmg prot./60 mn pour les Ctr).
En sens inverse, le NDGA est très ætal in oito el inhibe I'induction de I'ODC

par le TPA dans les cellules épithéliales. Mais cet etfet protecteur ne se retrouve que

partielfement ln obo le NDGA étant peu etficace contre I'inflammation ; le taux

d'industion de I'ODC reste élevé dans les cellules épidermiques.

TABLEAU 11 : Effet modulateur de I'acide nordihydroguai'arétique (NDGA) sur I'ODC

induit par le TPA dans les cellules épithéliales.

Cellules Traitement Activité ODC Facteur
nmol/GO2lmg/proV60mn variation

1
0.5
3.8
1.1
2.6

1
0.4
2.0
0.6
1.4

Ctr

BPe

Acétone
NDGA 2.10-5 M
TPA 4.10.8 M
TPA + NDGA, t0
TPA + NDGA, t3

Acétone
NDGA 2.10'5 M
TPA 4.10-8 n
TPA + NDGA, t0
TPA + NDGA, t3

8.3 10.7
4.1  7  1 .2

31.8  1  1 .8
9.410.9

22.1 12.0

7.8 y 0.4
3.2  10.6

15.9 1 2.3
4.8 1 1.6

11.2 + 2.'l

Traitement des cellules témoins (Ctr) et traitées (BPe) pendant 4 h. par le TPA ;

le NDGA est aituté en même temps que te TPA (t0) ou 3 h après le TPA (t3).

L'inctrbation est arrêtée à la quatrième heure, l'état des cellules est vérifié au

microscope inversé avant dosage de I'ODC. Moyenne de 2 expériences en triplicata
(M t SE).

La confrontation des résultats obtenus rr oioo et in oitto avec des anti-

inflammatoires apporte une preuve supplémentaire du rôle de la réaction

inflammatoire dans la modulation de I'ODC dans les cellules cibles.
Les résultats précédents montrent bien que I'action de ces anti-inflammatoires

n'est pas etfective au niveau des cellules épithéliales rr aiw. Leur etficacité sur la
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modulation de I'ODC est dépendante de leur action sur les cellules inflammatoires.
Cela va donc dars le sens d'une interaction entre les cellules inllammatoires et les
cellules épidermiques lors du traitement par TPA, probablement par I'intermédiaire
des acides gras médiateurs de I'inflammation.

Action Inhibition de I'ODC Modulation de
inffammatoire inrriw kaitm f 'ODC in aioo

Indométacine

NDGA

+++

+-

+++

+++

etfet des prostaglandi nes

absence d'effet des
leucotriène

2 - Etude d'un antl-lnflammatolre stéroïdlen. la déraméthasone.

Lors du traitement répété par le TPA, la réaction inflammatoire devient
intense, l'épiderme hyperplasique et le taux d'ODC augmente. Cependant sous
I'action d'un corticoide, la déxaméthasone, I'inflammation peut être bloquée,
I'hyperplasie retardée, mais les cellules épidermiques restent encore très sensibles à
I'action du TPA : un autre traitement par le TPA provoque une stimulation intense de
|'ODC. Pour se rapprocher de la situation in ofun nous avons recherché si la DXME
possédait un effet protecteur égalemenl inaitro et tenter de déterminer à quel niveau
se situait son mécanisme d'action.

2.1. - Etfet de la DXME sur l'activité ODC induite dans les cellules
,t,,tr""'æ 

"r.La déxaméthasone (anti-inflammatoire agissant au niveau de la phospholipase
A2l a été testée à la dose de 1.25.10-5U (= 5.5 pg/ml), dose ne provoquant pas
d'etfet toxique et inhibant légèrement I'ODC basal dans les 2 lignées épithéliales
(figure 10 et Tableau 12).

L'industion de I'ODC par le TPA est plus importante dans cette expérience :
les cellules Ctr et BPe se sont montrées beaucoup plus sensibles puisque le facteur
de variation est de 5 contre 4 habituellement pour les Ctr, et de 3 contre 2 pour les
BPe.

Lorsque la DXME est ajoutée simultanément au TPA (CI), elle inhibe d'environ
50 % I'induction de I'ODC par rapport au TPA seul, dans les 2 lignées épithéliales
considérées (ex : 14.30 contre 34.65 nmoles CO?mg prot./60 mn). Lorsque le
glucocorticoiUe est ajouté après 3 heures de traitement par le TPA (t3), on observe
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un etfet ditférent : il y a stimulation de I'activité ODC, dépassant celle obtenue avec le
TPA seul (38.75 contre 34.65 nmoles CO?mg prot./60 mn) pour les cellules Ctr. La
stimulation de I'activité ODC est égale ou légèrement supérieure à celle du TPA seul
en ce quiconceme les cellules BPe.

Nous constators donc que selon le temps dapplication, la déxaméthasone
inhibe ou stimule I'ODC induite par le TPA.

Nous avons répété cette expérience sur les cellules SHE pour savoir si nous
avions obtenu un etfet propre aux cellules épithéliales ou non.

2.2 - Etlet de la DXME sur I'activité ODC induite dans les cellules SHE.
La DXME à la dose effective de 11 pg/ml (2.5.'lO-5M) (figure 11 et Tableau 12)

conduit aux mêmes résultats que précédemment.
Ajoutée simultanément au TPA (t0), elle inhibe de 70 o/o pàl rapport au TPA

seuf, I'induction de I'activité ODC : 4.63 contre 14.45 nmoles COZmg prot./60 mn.
A t3, nous obseryons une légère stimulation : 15.17 contre 14.45 nmoles

CO?mg prot./60 mn. ll y a donc également une action ditférente de la DXME selon le
temps d'application.

Pour mieux situer le site d'action de la DXME, selon le temps de traitement,
c'est à dire soit au niveau de la transcription soit de la traduction, nous avons étudié
selon le même protocole expérimental, I'action du TPA en présence d'un inhibiteur de
synthèse de I'ARN, I'actinomycine D, et d'un inhibiteur de la synthèse des protéines
la cycloheximide.
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TABLEAU 12 : Etfet de la déxaméthasone sur I'ODG induit par le TPA dans
les cellules épithéliales et SHE.

Cellules Traitement Activité ODC Fasteur
nmol/CO2lmg/proV60mn variation

1
0.8
5.1
2.1
4.2
5.7

Ctr Acétone
DXME 1 .25 1o-5 Ut
TPA 4.10-8 M
TPA + DXME, t0
TPA + DXME, t2
TPA + DXME, t3

Acétone
DXME 1.25 1o-5 l 
TPA 4.10-8 U
TPA + DXME, t0
TPA + DXME, t2
TPA + DXME, tg

Acétone
DXME 2.5 1O'5 M
TPA 16.10-8 U
TPA + DXME, t0
TPA + DXME, t3

6.80 1 1.0
5.60 10.25

34.6513.75
14.30 1 3.25
28.60 7 2.75
38.75 t 3.0

7.40
7.15 7 O.2' l

28.8512.85
17.29 + 1.88
23.70 12.'12
29.08 7 2.24

4.61
2.1610.24

14.45 7O.21
4.63 10.38

15.171 1.65

BPe

SHE

1
1
3.89
2.3
3.2
3.93

1
0.47
3.13
1.00
3.29

Iæs cellules épithéliales Ctr et BPe sont traitées par le TPA pendant 4 heures ;
les cellules SFIE pendant 5 heures. La déxaméthasone est ajoutée simultanément (CI)

ou 3 heures après le TPA (ti}). Moyenne de 2 exp,ériences en triplicata (M t SE).

$ Effets de I'Actlnomvcine D et de la cvcloheximide sur I'activité
ODC Indulte par le TPA dans les cellules éplthéliales.

3.1. - Etude d'un inhibiteur de la synthèse de I'ARN. I'actinomycine D.
Les cellules épithéliales ont été traitées selon le même schéma que pour la

DXME ; I'actinomycine D, à la dose de 2.10-3 mg/ml (= concentration optimale en
association avec le TPA) a été testée simultanémsnt avec le TPA (temps t = 0) ou
ditférée de 3 heures par rapport au promoteur (temps tg).

Les résultats obtenus (figures 12 et 13) se rapprochent de ceux obtenus
précédemment avec la DXME pour les 2 types de cellules épithéliales Gtr et BPe :
nous obtenons de nouveau une action divergente : I'actinomycine D ajoutée
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Fioure 10 - Etude de la modulatlon de I'acilvité ODC par la DXME
sur les cellules épithéliales Ctr et BPe.

_.Les cellules sont traitées pendant 4 heures par : I'acétone ( A\,le TPA
4.1oM ( E )et ta DXME 1.2s.10-5 U ( m ).

La DXME est également ajoutée simultanément au TPA (t0) ou en ditférée de
2 heures (t2) ou 3 heures (t3, Nl ) par rapport au TpA.

Moyenne de 2 expériences réalisées en triplicata (M + SD)

CTr

BPe
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ffi Acétone

mm DXME
flren

TPA + DXME t0

N rpn + DXME 13

Floure 11 - Effet de la DXME sur I'actlvité ODC Induite par le TPA
dans les cellules SHE.

Les cellules SHE sont traitées par le TPA (0-16 pM) pendant 5 heures. La
dexaméthasone est ajoutée simultanément (t0) 5 heures de contast ou différée de 3
heures (t3) par rapport au TPA.

Moyenne de 2 expériences en triplicata (M 1 SD).
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simuftanément zu TPA inhibe l'induction de I'ODC par le TPA, environ 3O "/" dans les
2 lignées cellulaires (ex :21 contre 30 nmoles CO2lmg prot./60 mn pour les Ctr).

A t3, c'est à dire 3 heures après I'action du TPA, I'actinomycine D en contact
pendant t heure avec les cellules est capable de stimuler de nouveau I'ODG (34
contre 30 nmoles CO2lmg proU60 mn pour les Ctr).

3.2. - Etude d'un inhibiteur de la synthèse protéioue. la cycloheximide.
La cycloheximide, à la dose testée de 2.510-3 mg/ml bloque I'induction de

I'activité ODC par le TPA, ajoutée simultanément (t0) ou 3 heures après (t3). Les
résultats obtenus sont similaires pour les 2 lignées de cellules épithéliales (Tableau
13). A t0, après 4 heures de contact avec les cellules, la cycloheximide inhibe la
synthèse de I'enzyme ODG (80 "/" par rapport à I'action du TPA seul). A t3, c'est à
dire après seulement t heure de contact avec les cellules, I'inhibition est moins forte,
mais encore etfective (1.16 contre 2.74 nmoles CO2lmg proV60 mn, soit environ
60 Vo d'inhibition par rapport au TPA seul pour les cellules Ctr). Les mêmes
proportions d'inhibition par la cycloheximide ont été obtenus avec les cellules BPe.

A la ditférence de I'actinomycine D, I'etfet inhibiteur de la cyclohexmide est
continu et proportionnel au temps de contact avec les cellules. L'inhibition moins forte
de I'activité ODC à t3 par rapport à t0 s'explique par le fait que le TPA a pu stimuler
le gène ODC et donc la production de I'ARNm puis de protéines ODC pendant 3
heures, avant que la cycloheximide ne bloque la traduction de ARNm en ODC.
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Flqure 12 - Etude de I'Actinomycine D sur I'activité ODC induite par le TPA
dans les cellules épithétlales Ctr.

Les cellules sont traitées pendant 4 heures avec du TpA 4.10-8u (c).
Lactinomycine D est ajoutée simultanément (b, 4 heures de contact), ou ditférée de
3 heures (d) par rapport ar.r TPA.

(a) taux basal acétone. Moyenne de 2 ex5Ériences.

t3  /
/

/
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Fiqure 13 - Etude de I'actlnomyclne D sur l'activité ODC Induite par le TPA
dans les cellules éplthéllales BPe.

Les cellules sont traitées pendant 4 heures avec du TPA 4.10-8 M (c).
L'actinomycine D est ajoutée simultanément (b, 4 heures de contact) ou ditférée de
3 heures (d) par rapport au TPA. (a) taux basal acétone. Moyenne de 2 expériences.
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TABLEAU 13 : Etfet modulateur d'un inhibiteur de la svnthèse protéique. la
cyc-loheximide sur I'ODC induit par le TPA dans les cellules éoithéliales.

Cellules Traitement Activité ODC Facteur
nmol/CO?mg/proV60mn variation

Ctr Acétone
Cvcloheximide
rÉn +.ro-8 n
TPA + Cyclohex., t0
TPA + Cyclohex., t3

Acétone
Cycloheximide
rpn +.to-8 trl
TPA + Cyclohex., t0
TPA + Gyclohex., t3

19.40 + 0.85
4.00 + 0.29

53.17 + 5.96
3.21 + 0.09

22.57 + 2.50

8.95 + 0.69
2.28 + 0.18

11.25 + 2.75
1.83 + 0.09
5.14 + 0.62

1
0.21
2.74
0.16
1.16

1
0.25
1.26
o.21
0.58

BPe

Traitement des cellules témoins (Ctr) et transformées (BPe) pendant 4 heures
par le TPA; la cydoheximide est ajoutée simultanément au TPA (t0) ou 3 heures
après (t3). L'incubation est arrêtée à la quatrième heure,l'état des cellules est vérifié
au microscope inversé avant dosage de I'ODC. Moyenne de 2 expériences en
triplicata (M + SE).

La comparaison des résultats obtenus avec la déxaméthasone et
I'actinomycine D laisserait supposer que ces produits ajoutés simultanément au TPA
(t0) inhibent I'expression du gène ODC et la synthèse d'ODC cytoplasmique. Ceci ne
se vérifie plus au temps t3 où la DXME stimule d'ODC (etfet stimulant). Cet effet
ditférent signifie que la déxaméthasone aurait un autre point d'action en plus du
blocage de la transcription du gène ODC (tout comme I'actinomycine D, inhibiteur de
I'expression des gènes en bloquant la synthèse de |'ARN).

Comme les résultats obtenus avec la cycloheximide ditfèrent de ceux obtenus
avec la DXME, cela pounait signifier que cette dernière n'agit pas directement sur la
synthèse de I'enzyme ODC. Nous avons donc été amenés à vérifier dans un premier
temps le rôle de la déxaméthasone sur la stabilité de la protéine enzymatique ODC.
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4 - Actlon de la déxaméthasone sur la stablité de I'ODC
cvtoPlasmlge.

Nous avons traité les cellules Ctr et BPe pendant 3 heures avec du TPA puis
renouvelé le milieu des puits avec du milieu frais ou contenant de la déxaméthasone
pendant t heure. Comme nous powons le constater sur la figure n' 14, le
changement de milieu entraîne une diminution du taux d'activité ODC par rapport à
celui obtenu avec le TPA zu bout de 3 heures chez les cellules Ctr. Après
renouvellement du milieu, il n'y a plus de stimulation du gène ODC par le TPA (le
taux d'ODC-ARNm et de protéine enzymatique sont déjà constitués), par contre les
protéases présentes dans le cytoplasme vont être activées pour ramener I'enzyme
ODC versi son taux basal. Quand on ajoute de la déxaméth€Fone en plus du
changement de milieu, nous avons peu de ditférence entre le taux d'ODC obtenu à 4
heures et celui existant juste après 3 heures de traitement par le TPA. Les résultats
corroborent notre hypothèse à savoir que la déxaméthasone agirait au niveau des
protéases, bloque leur activité protéolytique et empêche la diminution de I'ODC par
rapport à celle obtenue lors d'un changement de milieu.

Par contre chez les cellules épithéliales transformées BPe, peu de ditférence a
été observée entre le taux d'ODC stimulé par le TPA dans le milieu avec ou sans
déxaméthasone. Ceci pourrait correspondre à une astivité protéasique moins intense
dans ces cellules.

La déxaméthasone montre un etfet inhibiteur sur I'ODC aussi bien in oitro sur
des cellules épithéliales (Ctr et BPe) et embryonnaires de hamster (SHE) que in oùto
sur des cellules épidermiques.

Lors du traitement simultané des cellules par le TPA et la DXME, cette
demière inhiberait dès le début I'expression du gène ODC, bloquant ainsi I'activité de
I'ODC cytoplasmique. Le même etfet a pu être obtenu avec I'actinomycine D.

Ce schéma d'inhibition directe ne s'applique plus quand la DXME est utilisée 3
heures après le TPA : il y a stimulation à cette étape de I'ODC. Nous avons cherché
à vérifier I'hypothèse que cette régulation de I'ODC par la DXME fasse intervenir une
activité protéasique au niveau post-transcriptionnel.
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3èrne Partie : Etude de I'action des enzymes protéolytiques sur la modulatlon
de I'ODC

Les enzymes protéolytiques ou protéases, bien qu'elles soient nécessaires
physiologiquement, p€went devenir extrêmement nocives lorsqu'elles échappent au
contrôle de l'organisme.

De nombreuses études (Sloane, 19&4 ; Keppler, 1988) ont signalé I'existence
de cystéine-protéases dans des tissus malins. Les cystéines protéases (EC 3.4 - 22,
forment un groupe très vaste d'enzymes protéolytiques dont les plus étudiées sont
les cathepsines L, B et H, toutes d'origine lysosomiale.

La première hypothèse que nous avoff; émise est que I'ODC induite par le
TPA pounait être régulée par ces cathepsines.

Nous avons donc étudié les variations du taux de cathepsines L, B et H dans
les cellules épithéliales témoins Ctr après traitement par le TPA.

1 - Dosaoe blochlmlque des cathepslnes L. B et H et modulatlon de
I'ODC par un Inhlblteur spéciflque le E64,

Après ditférents temps de traitement des cellules Ctr par le TPA, les
cathepsines L, B et H ont été séparées et dosées au spectrofluorimètre. Le tableau
14 montre dans un premier temps que l'activité des cathepsines L et B décroit
d'environ 50 "/" lorsque les cellules sont traitées par le TPA pendanl 2 heures, nous
retrouvons ensuite un taux proche de celle du témoin après I heures de traitement.
La cathepsine H par contre n'est que légèrement inhibée par le TPA quelle que soit
la durée du traitement. Quand on traite les cellules avec la déxaméthasone, on
constate qu'il y a inhibition des cathepsines L et B (environ 3O "/" de perte d'activité)
mais que la DXME aurait un etfet stimulant sur la cathepsine H. L'ensemble de ces
effets se retrouve dans les traitements simultanés du TPA et de la DXME (tableau
15). Les cathepsines L et B sont inhibées par la combinaison de ces 2 substances à
t0 et t3. Par contre, ajoutée simultanément au TPA, la DXME élimine I'etfet inhibiteur
du TPA sur la cathepsine H.

Nous avons également testé le E64, inhibiteur spécifique des cystéines-
protéases (Banett et al., 1982) sur les cellules épithéliales Ctr. On peut constater
(tableau 14) qu'il inhibe uniquement l'astivité enzymatique (80 % d'inhibition) des
cathepsines L et B. Le E64 n'a aucun etfet sur la cathepsine H (activité égale à celle
du témoin acétone).

En relation avec I'activité ODC, le EA4 a été testé à des doses croissantes afin
de déterminer la dose non toxique sur les cellules épithéliales témoins - Ctr (figure
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15). Quelle que soit la dose testée de E64 (de 1 à 5 pg/ml), aucun etfet inhibiteur ou
stimulateur n'a été observé par rapport à I'induction de I'activité ODC par le TPA.

En comparant le tableau 14 (mesure du pourcsntage d'activité des
cathepsines L, B et H) et la figure 15 (taux d'ODC cytoplasmique sous I'action de
E64) on peut constater que : (1) il n'y a aucune augmentation de l'activité ODC
cytoplasmique après traitement par le E64, alors qu'il est supposé bloquer les
cystéines-protéases et donc d'éviter toute protéolyse de la protéine ODC. Or d'après
le tablezu 14, on constate que le E64 est actif sur les cathepsines L et B puisqu'il y a
inhibition de leur activité d'environ 8O "/" par rapport au témoin.

(2) De môme, lorsque nous traitons les cellules
avec la DXME, simultanément (t0) ou ditférée de 3 h. (t3) par rapport au TPA, nous
n'avons pas obtenu une diminution plus importante de I'activité des cathepsines L et
B, que celle obtenue avec le TPA seul (ex. : 5.32 contre 4.17 nmole substrat
dégradé/mg prot./60 mn à t3 pour la cathepsine L).

Or à t3, nous avons toujours mesuré une stimulation de I'activité ODC
cytoplasmique sous I'action conjuguée de la déxaméthasone et du TPA (revoir
tableau 12).

Le fait qu'il n'y ait aucune corrélation entre I'induction de I'activité ODC et
I'inhibition de I'activité protéasique nous laisse supposer que les cystéine-protéases
ne sont pas impliquées dans la régulation de I'ODC cytoplasmique.

Nous avons donc été amenés à rechercher I'intéraction d'un autre groupe de
protéases plus répandu dans la cellule, les sérine-protéases encore appelées
multicatalytique-protéases, sur la modulation de I'ODC.
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TABLEAU 14 : Dosage de I'activité des cathepsines L, B et H dans la lignée
de cellules épithéliales témoins Ctr.

Cathepsines
temps de
traitement L B H
des cellules

Acétone
TPA

DXME
E64

4h.
2h
4h
6h
th
4h
4h

100
43.97
74.03
56.15
90.73
63.13
15.01

100
51.4
76.66
61.84
100.29
69.92
26.04

100
83.93
67.68
84.89
97.51
137.41
107.13

Après traitement par le TPA à différents temps, par la D)CVIE ou par le E64, les

cellules sont prélevées, les enzymes extraites par du tampon tris-triton X-100 et
soumises au dosage biochimique. Résultats exprimés en pourcentage par rapport au
témoin aétone.

(TPA : 0.025 pglml; D)0vlE :5.5 pglml ; FflL:5 pglml)

TABLEAU 15 : Etude de I'action de la déxaméthasone et du TPA sur I'activité
des cathepsines L, B et H des cellules épithéliales témoins Ctr.

traitement des
cellules :4 h.

Acétone
TPA
TPA + DXME t0
TPA + DXME t3

10.37
4.',|.7
5.15
5.32

11.85
5.28
5.59
6.94

24.63
15.97
24.85
11.78

Iæs cellules sont prélevees après Eaitement et le dosage est réalisé sur les
enzymes L, B et H extraites de la fraction cytosolique. Résultats exprimés en nmol de
substrat dégradé/mg prot./60 mn.

(TPA:0.025 Fglml ; DKvIE :5.5 pglml)
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Fioure 15 - Modulation de I'activité ODC induite par le TPA par un inhibiteur de
protéases le E64. Etude comparée sur les cellules épithéliales Ctr
et BPe.

Le E64 est ajouté seul ou simultanément au TPA (t0) dans les cultures de
cellules épithéliales.

L'astion du E64 sur l'induction de I'ODC par le TPA se retrouve dans les
mêmes proportions dans les cellules témoins Ctr que dans les cellules traitées BPe.
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2 - Analyse des sérlneprotéases par anmooramme et action
d'lnhibiteurc spécifi ques.

2.1. - Etude de I'etfet du TPA et de la déxaméthasone sur
les sérine-protéases.

Par la méthode d'électrophorèse sur gel de polyacrylamide additionné de
substrat-gélatine (zymogramme) nous avons éttJdié la stimulation ou I'inhibition de
I'astivité protéolytique des sérine-protéases dans les cellules épithéliales Ctr et BPe
(photos n'2 et 3). A I'aide d'un programme informatique approprié, nous avons pu
réaliser une étude quantitative des plages de lyse obtenues par I'action des enzymes
protéolytiques sur le gel de gélatine (figure n' 16).

Comme nous le voyons sur la photo n" 2 (frac/rion particulaire) nous avons
obtenu des plages de lyse d'intensité très faibles pour les cellules Ctr et quasi-
inexistantes pour les cellules BPe. Nous avons donc analysé en détail le
zymogramme de la fraction cytosolique, riche en protéases.

En ce qui concerne les cellules 6pithéliales Ctr, nous pouvons constater à la
fois sur la photographie 2 et la figure 16 que le traitement des cellules par le TPA
provoque une stimulation des enzymes protéolytiques, ceci se traduit par une plage
de lyse très importante par rapport au témoin acétone (o/o activité protéolytique : 150).
Le traitement par la DXME simultanément au TPA et même en ditféré de 3 heures ne
donne qu'une plage de lyse à peu près égale à celle du témoin (pourcentage astivité
protéolytique : 90-95) tandis que la DXME seule conduit à une inhibition de 50 o/o de
I'activité des sérine-protéases. La DXME semble bien inhiber l'action des protéases
comme nous I'avions émis en hypothèse. En revanche sur les cellules transformées -

BPe, nous observons peu de ditférence entre les plages de lyse quel que soit le
traitement subi préalablement par les cellules, même par le TPA seul. ll semble que
les cellules BPe se comportent ditféremment par rapport aux cellules témoins Ctr. ll
serait possible que dans les cellules BPe, les protéases soieril également moins
sensibles à I'action de la DXME eUou du TPA. ll est également possible comme dans
le cas des cellules cancéreuses, que I'activité protéasique soit plus intense chez les
BPe que chez les témoins ; dans ce casi, les protéases seraient utilisées en grande
partie. ll ne resterait qu'un taux de protéases résiduelles faible et donc de faibles
plages de lyse.

Nous avons réalisé le même type d'analyse sur zymogramme avec les cellules
SHE traitées par la DXME eUou le TPA.

Comme nous powons le voir sur la figure n' 17, I'activité protéolytique
(fraction cytosolique) est également détectable mais avec p€u de variations entre les
ditférents traitements subis par les cellules SHE. Notamment nous observons une
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Photoqraohie 2 :Zymogramme représentant la stimulation des sérine-protéases par

le TPA et leur inhibition par la DXME.
Extrait des fractions particulaires des cellules SHE, Be et Ctr.

f f i 12  11  10  9  E  7  t t  5

CTrSHE BPe

1, 5, 10 :  Acétone
2,6 ,11 :  Act ion du TPA
3,7, 13 :  Act ion combinée TPA + DXME t0
4, 8, 12 : Action différée de 3 heures de la DXME par rapport au TPA

9. 14 : Effet de la DXME

Les cellules ont été traitées par le TPA et la déxamathasone, pendant 4

heures pour les cellules Ctr et BPe, ou 5 heures pour les SHE. Les extraits de

fraction oarticulaire sont déposés sur gel de polyacrylamide additionné de gélatine

ccmme substrat des sérine-protéases.
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Photooraphie 3 : Zymogramme représentant la stimulation des sérine-protéases par
le TPA et leur inhibition par la DXME.

Extrait des fractions cvtosoliques des cellules SHE, Be et Ctr.

SHE BPe CTr

1,5 ,  10

2 ,6 ,  ' 1  1

3 ,  7 ,13

4 ,  8 ,  12

9 ,  14  :

Acétone

Action du TPA

Act ion combinée TPA + DXME t0
Action dif férée de 3 heures de la DXME par rapport au TPA

Effet de la DXME

Les cellules ont été traitées par le TPA et la déxamathasone, pendant 4
heures oour les cel lules Ctr et BPe. ou 5 heures oour les SHE. Les extraits de
fraction cytosolique sont déposés sur gel de polyacrylamide additionné de gélatine

comme substrat des sérine-orotéases.
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Surface des p1 ages

de lyse en cm2

Fract i  on part i  cul  a ' i re

Fract ion cytosol ique

Fiqure 17 - Analyse des sérln+protéases par électrophorèse sur gel de
gélatlne dans les cellules SHE.

Activité protéolytique estimée proportionnellement à la surface des plages de
lyse du substrat gélatine sur le zymogramme.

@témoin acétone
f;lRction du TPA (0.16 pM)

ffi Action de la DXME (2.5.t0-5 U1
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faible stimulation des protéases par le TPA (30 "/"1par rapport à celle du taux basal ;
il est possible que nous ne mesurions que les protéases résiduelles, leur activité
catalytique étant forte au niveau de I'ODC. On constate également que la
déxaméthasone conserve toujours son etfet inhibiteur sur l'activité protéasique (1.36
cm2t1.72 cm? pour le taux basal, soit 20 o/o d'inhibition). Par contre, pour la fraction
particulaire on détecte une très forte activité protéasique, 2.5 à 3 fois supérieure à
ceffe mesurée pour la fraction cytosolique. Le TPA stimule de 50 % environ cette
activité protéolytique. La DXME inhibe toujours cette activité des protéases d'environ
15 o/o.

A la ditférence des cellules épithéliales Ctr et BPe, I'activité protéasique est
beaucoup plus importante dans la fraction partlculaire chez les SHE que dans la
fraction cytosolique.

2.2 - Etude des inhibiteurs de orotéases dans la modulation
d" l'""iri é ODC.

Dans la mesure où la stabilité de l'enzyme ODC peut dépendre de I'action
protéolytique des sérine-protéases, nous avons étudié dans nos systèmes cellulaires,
les variations de l'activité ODC après blocage de ces protéases par des inhibiteurs
spécifiques.

Plusieurs études (Troll, 1976 ; Rossman et Troll., 1980) ont montré qu'un
certain nombre de substances se comportent comme des inhibiteurs de protéases au
contact de l'enzyme : TLGK (Tosyl-L-lysine-Chlorométhyl Kétone), PMSF
(Phénylméthyl-sulfonylfluodde) et TPCK (N-Tosyl-L-phénylalanine-chlorométhyl
kétone).

Nous avons testé ces 3 inhibiteurs sur les cellules épithéliales témoins-Ctr.
Comme on peut le voir dans notre tableau 16, le TLCK et PMSF ne modifient pas
I'activité ODC induite par le TPA. lls ne semblent pas avoir d'etfet sur les protéases
dans les cellules, sinon nous devrions obtenir un taux d'ODC plus élevé. L'autre
explication possible est que ces produits chimiques ne pénètrent pas ou, pÉnètrent
mal dans la cellule. Au contraire pour le TPCK, nous avons obtenu un etfet inhibiteur
sur I'activité ODC. ll serait possible que le TPCK agisse sur le gène ODC et bloque la
synthèse d'ARN messager, comme cela a été constaté pour d'autres inhibiteurs de
protéases (Communication personnelle de H. Van Steeg).

Nous avons donc testé un 4ème inhibiteur de nature protéique cette fois,
I'aprotinine (tableau 17) sur les cellules épithéliales Ctr, et également sur les cellules
SHE.
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Laprotinine a été testée à la dose de 12 pg/ml (1.9.1t9 M) sur les cellules
épithéliales témoins ctr, et de 6 pg/mr (9.2.10-10 M) sur les sHE, doses non
toxiques lorsque I'aprotinine est ajoutée simultanément au TpA.

Chez les cellules Ctr : on constate que I'addition d'aprotinine simultanément au
TPA ne provoque qu'une faible augmentation d'ODC. A tg, il y a augmentation
d'environ 4O o/o de I'activité ODC par rapport au TPA. L'aprotinine bloquerait donc les
protéases cytoplasmiques ce qui pourrait expliquer cette augmentation d'ODC.

Chez les cellules SHE, à tO il y a inhibition de l'activité ODC tandis qu'il y a une
légère stimulation à t3.

A la vue de ces résultats (peu ou pas de stimulation d'ODC à t0 et stimulation
de I'ODC à tg), on peut se demander si I'aprotinine est un inhibiteur assez spÉcifique
des sérine-protéases. ll serait possible que dans le cytoplasme des cellules,
I'inhibition des sérin+protéases soit assez fugace ou alors que I'aprotinine interfère
aussi sur I'expression du gène ODC.

TABLEAU 16 : Modulation de I'activité ODC partrois inhibiteurs de protéases, TLCK,
TPOK et PMSF sur res ceilules épithéliales témoins-ctr.

Traitement
(durée 4 heures

Activité ODC Facteur de
nmol CO2lmg prot./G0 mn. variation

Acétone ^
TLCK 50 tp-oy
TPA 4.10-ëM
TPA + TLCK t0
TPA + TLCK tg

18.43 + 1.08
20.04'
70.35 + 2.41
63.36 i g.go
71.39 12.98

1
1.09
3.82
3.44
3.88

14.83 r 0.28
14.13
56.99 10.25
54.21 1 1.94
56.91

15.97 + 0.049
11.08 

'

62.69 1 1.86
13.1511.33
22.0910.50

Acétone
PMSF 100 tp-oy
TPA + 4.10-ëM
TPA + PSMF t0
TPA + PMSF t3

Acétone Â
TPCK 50 1g-oY
TPA 4.1o'OM
TPA + TPCK t0
TPA + TPCK tg

1
0.95
3.84
3.66
3.84

1
0.70
3.93
0.83
1.38

Les cellules ont été haitées pendant 4 heures daru du milieu DMEM-H21 à
0.7 Vo de BSA.

Moyenne d'une expérience réalisée en triplicata.
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TABLEAU 17 : Etude d'un inhibteur spécifique des sérine-protéases, I'aprotinine,
sur I'activité ODC.

Lignée Temps de Traitement
cellulaire traitement

Activité ODC Facteur de
nmol CO2lmg prot./60 mn variation

Ctr 4h.

Acétone
Apiôtinine^l.9.10-7u
TPA 4.1o'OM
TPA + Aprot. t0
TPA + Aprot. t3

12.61+ 1.67
12.47 + 1.59
66.11 + 6 .13
73.8 + 8.57
94.31 + 0.67

1
1
5.3
5.82
7.48

SHE 5h.

Acétone .A 16.75+0.59
Aprotinine S2.t O-t uM 1 4.12 + 1.25
TPA 16.1O-oM 30.94 + 0.41
TPA + Aprot. t0
TPA + Aprot. t3

1
0.85
1.85
1.28
1.91

21.44 + 1.85
32.00 + 1.68

Iæs cellules Ctr sont traitées pendant 4 heures dans du milieu DMEM-FI2l à
0.'l' Vo BSA tandis que les SFIE sont traitées pendant 5 heures dans du milieu DMEM-
H16 modifié à pH 6.7 à 5 Vo SEV. Résultats exprimés en nmol CO2/mg protéine/
60mn.

Moyenne de 2 expériences réalisées en triplicata

L'ensemble de nos résultats sur l'étude de I'action des enzymes protéolytiques
sur la régulation de I'ODC, nous a permis de montrer que
(1) les enzymes lyzosomiales n'intervenaient pas : aucune corrélation n'a pu être
trouvée entre l'inhibition de ces enzymes et la modulation de I'activité ODC
cytoplasmique.
(2) ll semblerait que les sérine-protéases soient impliquées dans cette régulatlon de
I'ODC et que la DXME iouerait un rôle au niveau de ces enzymes protéolytiques.
(3) Pour mieux cerner le rôle joué par ces sérine-protéases nous avons donc utilisé
des inhibiteurs de sérine-protéases.

Ces produits devraient agir zu niveau du compartiment cytoplasmique. Mais
c€mme nous avons pu le montrer avec I'aprotinine, un des inhibiteurs les plus
spécifiques existant astuellement, la substance devrait agir aussi au niveau du
compartiment nucléaire.
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Nous avons donc vérifié dans le chapitre suivant si I'aprotinine avait seulement
une action au niveau cytoplasmique, ou s'il existait un etfet secondaire au niveau du
gène ODC.



m$rane cytoplasrique

rredrane nucléaire

gène ODC

Figure n" l8 :

gène protéase

Schëna de l'action du TPA et de la DII,E
Hypothèse de recherche
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4ème Partie : Etude moléculalre de I'erpression du gène codant pout I'ODC.

Comme nous avons pu le voir avec les résultats précédents, I'activité basale
ODC cytoplasmique est relativement stable dans les 2 lignées de cellules épithéliales
témoins (Ctr) et traitées (BPe) ; ces cellules sont très sensibles à I'action du TPA,
notamment pour la lignée Ctr : la stimulation représente déjà 4 fois le taux basal,
après 4 heures d'incubation. Par @ntre, les cellules BPe semblent moins sensibles à
I'action du TPA dans les mêmes conditions de traitement ; I'induction de I'ODC
correspond seulement à 2 fois la valeur initiale.

Cette ditférence obseruée dans le taux d'ODC entre les cellules Ctr et BPe,
pourrait être spécifique de I'ODC cytoplasmique, ou bien être une conséquence de la
réponse du gène codant pour la synthèse de I'enzyme ODC.

Plusieurs travaux ont démontré que le TPA se liait aux peptides AP1 et AP2
dans le cytoplasme ; grâce à cette liaison, le cancérogène peut pÉlsser dans le
compartiment nucléaire et se fixer sur les éléments régulateurs du gène ODC.
L'expression de ce gène corespond à un taux de synthèse de I'ARN messager. En
principe ce taux d'ARNm commande la synthèse de la protéine enzymatique ODC ;
mais dans des conditions expérimentales, une modulation post-transcriptionnelle
peut se produire et modifier l'activité ODC cytoplasmique (Figure 1B).

Nous avons été amenés à voir s'il y avait une ditférence dans I'expression du
gène codant pour I'ODC dans les 2 lignées de cellules épithéliales Ctr et BPe à
travers le niveau d'induction de I'ARNm. Après avoir séparé I'ARN de nos cellules,
nous avons analysé par la méthode de Northem blot le taux d'ARNm induit par le
TPA dans ces 2 lignées cellulaires.

1 - lnduction de I'ODC-ARN messaqer dans les cellules épithéliales.

L'analyse du Northern-blot (après exposition du filtre d'hybridation pendant 4
jours) montre clairement une accumulation dans les 2 lignées cellulaires des deux
sortes d'ODC-ARNm stables, respectivement 2.1 et 2.4 Kb (photo 41,. Après
quantification des ARN messagers radioastifs par I'appareil phosphorimager, les
résultats (photo 5 et tableau 18) indiquent que - Pour les cellules témoins Ctr, le taux
d'ARNm après induction par le TPA est 6 fois supérieur à celui du taux basal (0.572
contre 0.093).

- Les proportions d'induction de I'ODC-
ARNm sont de 3 contre 1 pour les cellules BPe (1.70 contre 0.S1).

On peut constater que sous I'action du TPA, le taux d'induction de I'ODC-
ARNm est proportionnellement 2 fois plus élevé dans les cellules témoins que dans
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les cellules BPe (facteurs de variation 6.1 contre 3.3 respectivement). Cette
ditférence est semblable à celle observée pour I'ODC cytoplasmique entre les
cellules Ctr et BPe.

Lorsque les cellules Ctr sont traitées par la dexaméthasone, le taux d'ARNm
est plus faible par rapport au témoin acétone :
- en application simultanée avec le TPA (t0), la DXME inhibe I'induction de I'ARN
messager ; le facteur de variation par rappolt au taux basal est de 3:1 contre 6:1
pour le TPA seul.
- à t3, I'inhibition existe toujours, mais moins forte qu'au temps CI ; en tout cas, ce
taux est toujours inférieur à celui observé avec le TPA seul.

Cette inhibition exercée par la DXME seule et en traitement simultané (t0)
avec le TPA reflète I'inhibition observée au niveau du taux d'induction de I'ODC
cytoplasmique. Par contre pour le temps t3 (1 heure de contact), nous obseruons
encore une inhibition quoique plus faible que celle obtenue à t0 (le facteur de
variation du taux d'ARNm reste à 3.9 contre 3.1 ; ces résultats sont toujours
inférieurs à I'induction de I'ARNm par le TPA seul). Ces résultats ne reflètent pÉts ce
que nous observons au niveau cytoplasmique, à savoir un taux d'ODC au temps t3
supérieur à celui obtenu par le TPA seul. Le même phénomène est observé pour les
cellules BPe : la DXME en association avec le TPA (t0 et t3) diminue le taux d'ODC-
ARNm induit par le TPA. Or dans ces cellules, I'astivité ODC cytoplasmique diminue
seulement au temps t0 ; par contre à t3, elle est équivalente à celle induite par le
TPA seul.

Dans tous les cas nous pouvons remarquer que la DXME agit bien sur le gène
ODC avec un etfet inhibiteur. Mais la ditférence d'etfets entre I'inhibition de I'ODC-
ARNm par la dexaméthasone au temps t3 et la stimulation de I'ODC cytoplasmique à
t3 laisse supposer qu'il y aurait une régulation de l'activité ODC au stade post-
transcriptionnel, probableme nt au niveau cytoplasmique.

2 - Inductlon de I'ODC-ARNm dans les cellules embryonnaires
de hamster svrlen (SHH.

Nous avons réalisé cette expérience dans le but de vérifier si la sonde cDNA
préparée à partir de cellules de rat pounait hybrider avec le gène ODC de hamster
syrien. Nous avons aussi étudié l'expression du gène codant pour I'ODC dans les
cellules SHE, pour savoir si nous retrouvions une ditférence d'industion de I'ARNm
par rapport à celle de I'ODC cytoplasmique comme dans le cas des cellules
épithéliales.
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ll ressort nettement d'apràs les résultats du tableau 19, que le TPA stimule
fortement I'induction de I'ARNm dans les cellules SHE. Proportionnellement, le tzux
d'induction de I'ODC-ARNm est plus important que celui de I'activité ODC (3:1 et 2:1
par rapport au taux basal respectivement).

tâ DXME inhibe également cette induction, comme dans le cas des cellules
épithéliales. Cette diminution d'irdustion de I'ODC-ARNm est plus importante à t0
(traitement simultanée avec le TPA) qu'à t3 (ditférée de 3 heures par rapport au
TPA).

Ges résultats ne sont pas en accord avec ceux observés pour I'ODC
cytoplasmique, à savoir une stimulation de I'activité ODC cytoplasmique par la
DXME, ajoutée 3 heures après le TPA. Cela laisse supposer de nouveau qu'une
modulation de la protéine enzymatique ODC aurait lieu au niveau post-
transcriptionnel.

Avec la sonde cDNA préparée à partir de cellules de rat, I'hybridation a été
effective avec le gène ODC des cellules de hamster.

3 - Etude de I'expression du oène ODC après traitement par un inhibiteur
de sérlne-protéases. I'Aprotlnlne.

Très sowent les inhibiteurs de protéases peuvent interférer dans le
compartiment nucléaire et inhiber I'expression d'un certain nombre de gènes.

A la suite des résultats particuliers obtenus au niveau de I'ODC cytoplasmique,
nous avons réalisé une étude dans le but de vérifier si l'aprotinine n'interférait pas sur
I'expression du gène ODC (photographie n'5).

Après quantification de I'ARNm radioastif (tablezu 2Ol, on constate que
I'aprotinine seule diminue le taux de I'ODC-ARNm. L'addition d'aprotinine en même
temps que le TPA ou ditférée de 3 heures inhibe légèrement l'action du TPA sur
I'ODC-ARNm (2.9 et 3.1 contre 3.3 respectivement).

L'astion de l'aprotinine n'est donc pas seulement limité au compartiment
cytoplasmique. Elle peut zussi interférer dans le compartiment nucléaire et exercer
un etfet inhibiteur sur l'expression du gène ODC.
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Photooraphie 4

Analyse par Northern-blot de la transcription du gène ODC dans les cellules

épithéliales témoins et transformées : accumulation de I'ODC - ARNm basal et en

présence de TPA.

2r3-q> r.e

2r0 '+  5 , t:ll
f ooc
I Anrum

I  GAPDH
' ARNm

| 2 3 4 5

- Cellules témoins (Ctr) et transformées (BPe) cultivées dans un milieu appauvri en
sérum (0.5 %) pendant 18 heures avant I'expérience. Traitement par le TPA pendant

4 heures. Lavage et extraction de I'ARN pour I'analyse par Northern-blot.
- Sonde ODC utilisée : cDNA, 930 bp, fragment Hind lll radio-marquée au 32P.

- Marqueurs : fragment 2,0 et 2,3 Kb de lambda Hind lll
-co lonnesr  1=marqueur

2 = BP traitées avec le solvant acétone
3 = BPe traitées avec du TPA
4 = Ctr traitées avec acétone
5 = Ctr traitées avec TPA

- gène GADPH utilisé comme témoin interne. Deux types d'ODC - ARNm sont
hybridés :2.1 et2.4Kb, GADPH - ARNm à 1.3 Kb.
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Photooraphie 5
Analyse par Northem-blot de la transcription du gène ODC dans les cellules
épithéliales témoins Ctr : stimulation de I'ODC - ARNm par le TPA. Effet inhlbiteur de
la DXME. Action de l'aprotinine.

ODC-ARNm

GAPDH_ARNm

- Les conditions de culture et de traitement sont identiques à celle décrite
précédemment (photographie 4).
- sonde ODC utilisée : cDNA, 930 bp, fragment Hind lll radio-marquée au 32P.
- Traitement reçu par les cellules Ctr :

1 - Acétone
2-TPA
3 - TPA + DXME, t0
4 - TPA + DXME, t3
5 - DXME
6 - Aprotinine
7 - TPA + Aprot., t0
8 - TPA + Aprot., t3

- gène GADPH utilisé comme témoin inteme Deux types d'ODC - ARNm sont
hybridés :2.1 et2.4Kb, GADPH - ARNm à 1.3 Kb.



88

Tableau 18 : Analyse de la transcription du gène ODC dans les cellules épithéliales

témoins (Ctr) et traitées (BPe) : analyse quantitative de
I'ODC-ARN messager.

Lignée
cellulaire

Traitement oDc
ARNm

radioactif

Taux Fasteur de
d'ARNm variation

après correction

Ctr

Acétone
TPA 4.10-8 n

TPA + DXME, t0
TPA + DXME, tg
DXME ',t.25.10-5 Ut

11.847
97.741
78.402
80.238
9.159

0.093
0.572
0.289
0.364
0.033

1
6.1
3.1
3.9
0.4

BPe

Iæs cellules témoins (Ctr) et transformées (BPe) sont traitées pendant 4 heures

par le TPA. I^a D)GvIE est également ajoutée simultanément au TPA (t0) ou différée

de 3 heures par rapport au TPA (t3) ; les taux d'ODC-ARNm sont ensuite mesurê.

Pù référence à I'autoradiog,amme, les zones comespondant à I'ODC-ARNm et

GAPDH-ARNm sont prélevées sur le filtre et la radioactivité mesurée : l'évaluation

est effectuée après correction du bruit de fond et tenant compte de I'ARNm du

témoin GADPH.

Acétone
TPA 4.10-8 Ut

TPA + DXME, t0
TPA + DXME, t3
DXME 1.25.10-5 Ut

't2.784

57.565
10.932
25.953
2.966

0.51
0.170
0.76
1.19
0.28

1
3.3
1.5
2.3
0.5
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Tableau 19 : Analyse de la transcription du gène ODC dans les cellules SHE :
analyse quantitative de I'ODC-ARN messager

raitement aux
ARNM

radioactif
d'ARNm variation

après correction

SHE

Acétone
TPA 16.10-8 M

TPA + DXME, t0
TPA + DXME, t3
DXME 2.5.10-5 M

15.622
51.015
28.821
46.924
8.524

0.071
0.226
0.158
o.202
0.054

1
3.2
2.2
2.8
0.7

Les cellules SHE sont traitées pendant 5 heures avec du TPA. La D)OvtE est

également aputée simultanément au TPA (t0) ou en différée de 3 heures (t3) par

rapport au TPA ; les taux ARNm sont ensuite mesurées. Par référence à

I'autoradiogramme,les zones correspondant à I'ODC-ARNm et GADPH-ARNm sont

prélevées sur le filtre et la radioactivité mesurée : l'évaluation est effectuée après

correction du bruit de fond et tenant compte de I'ARNm du témoin GADPH.
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Tableau 20 : Analyse de la transcription du gène ODC dans les cellules épithéliales

Ctr et BPe : analyse quantitative de I'ODC-ARNM

ARNm
radioactif

aux
d,ARNM

après correction

acteur de
variation

Ctr

Acétone
TPA 4.10-8 Ut

TPA + Aprot. t0
TPA + Aprot. t3
Aprot. 1.9.10-7 M

11.847
97.741
77.333
136.167
10.743

0.093
0.572
0.281
0.510
0.044

1
6.1
3.0
5.5
0.5

BPe

Acétone
TPA 4.10-8 Ut

TPA + Aprot. t0
TPA + Aprot. t3
Aprot. 1.9.10-7 M

12.784
57.565
20.238
42.881
5.718

0.51
1.70
'1.47

1.59
0.45

1
3.3
2.9
3.1
0.9

Iæs cellules témoins (Ctr) et transformées (BPe) sont traitées pendant 4 heures

par le TPA. L'aprotinine est également ajoutée simultanément au TPA (t0) ou différée

de 3 heures par rapport au TPA (t3) ; les taux d'ODC-ARNm sont ensuite mesurés.

Pai référence à I'autoradiog'ramme, les zones conespondant à I'ODC-ARNm et

GAPDH-ARNm sont prélevées sur le filtre et la radioactivité mesurée : l'évaluation

est effectuée après correction du bruit de fond et tenant compte de I'ARNm du

témoin GADPH.
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Sème Partie : Cinétlque de I'activité ODC au cours de la transformation
ællulaire.

L'utilisation du test de transformation sur cellules SHE permet de suivre dans
des conditions expérimentales précises, la formation de colonies transformées.

Nous avons voulu vérifier aux différentes étapes de la transformation cellulaire
: le taux d'ODC intracellulaire et la réponse de la cellule sous I'action du TPA.

1 - Inductlon de I'ODG et sensibilité des cellules SHE au TPA.

Pour simuler les mêmes conditions que celles utilisées dans le test de
transformation, les cellules SHE ont été ensemencées dans une boîte costar-12 puits
dans un milieu DMEM-16 réduit en bicarbonate, pH 6.7.

Au Sème jour, les cellules des 6 demiers puits sont ensuite traitées avec du
TPA (0.16 pM) pour induire la transformation morphologique des cellules. Au 8ème
jour de culture, nous avons traité I'ensemble des cellules par le TPA pour mesurer le
taux d'induction de I'ODC.

Les résultats du tableau 21 montrent que le taux basal est légèrement inférieur
à celui du témoin (milieu-acétone), lorsque les cellules ont reçu un premier traitement
par le TPA (JS). Par contre le fait d'avoir 2 traitements par le TPA sur les cellules
SHE n'augmentent pas leur sensibilité : au 8ème jour les cellules restent stimulables
par le TPA (facteur de variation - 8) par rapport au taux basal acétone. Après
traitement par le TPA à J5, le taux basal ODC à JB est inférieur à celui obtenu dans
les cellules non traitées (2.36 contre 3.62 nmol CO2lmg prot./60 mn).

Sous l'action d'un 2ème traitement par le TPA, I'induction de I'ODC est réelle ;
en valeurs absolues, elle reste cependant inférieure au taux ODC obtenu après un
premier traitement par le TPA (16.73 contre 19.52 nmol CO2lmg prot./60 mn).

A la vue des résultats obtenus, nous avons cherché à reproduire les
conditions de culture des cellules SHE avec une couche nourricière, conditions
identiques à celles utilisées dans un test de transformation cellulaire.
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TABLEAU 21 : Induction de I'ODC et sensibilité des cellules SHE zu TPA.

Traitement au
5ème jour de culture

Traitement (pendant 5 heures)
au 8ème jour de culture.

Milieu
Milieu

Acétone : 3.62
TPA : 19.52

TPA
TPA

Acétone : 2.36
TPA : 16.73

Les résultats sont exprimés en nmol CO2/mg prot./60 mn. Moyenne des

résultats d'une exçÉrience réalisée en triplicata (M + SD).

2 - Recherche de I'activité ODC au cours des différentes étapes de la
transformatlon cellulalre.

Le dosage ODG a été réalisé à différents jours du test de transformation,
après avoir détaché les cellules des boîtes de Pétri-s ml à I'aide d'un rubber-
policeman.

L'addition de TPA au 2ème jour (J2) entraîne une diminution de troisquart
('12.513.2) de I'activité ODC basale, qui va en s'accentuant à J8 (tableau 221. La
même diminution s'observe dans la série "initiation + promotion" (BaP + TPA) à J8.

Nous avons poursuivi nos investigations en nous basant sur le dosage ODC
au Sème jour (J5), où le taux ODC est sutfisant pour l'étude de I'action du TPA et des
substances chimiques. Nous avons étudié I'industion de I'ODC sur des cellules SHE
ensemencées comme pour un test de transformation jusqu'à J5 avec une couche
nourricière. A la fin, les cellules sont prélevées et I'activité ODC mesurée dans les
mêmes conditions que précédemment.

Les résultats sur I'induction de I'ODC par le TPA et sa régulation par la DXME
pendant 5 heures (tableau 23) sont similaires à ceux que nous avons obtenus
précédemment lors de l'étude de I'ODC sur SHE sans couche nourricière.

Pour la première série témoin (Acétone J1) : I'action du TPA sur I'ODC est très
importante 12 fois supérieure à I'acétone et l'addition de DXME au TPA inhibe de 40
pourcent I'activité ODC par rapport zu TPA seul.

Pour la série TPA (J2) le taux basal ODC est semblable à celui de la série
témoin (1.14 nmoles CO2lmg prot./60 mn) alors que I'ODC est fortement stimulée
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lorsque les cellules sont traitées de nouveau par le TPA à J5 (taux 22lois supérieure
à l'acétone). Par contre la DXME inhibe complètement I'action du TPA sur I'ODC : il

n'y a plus d'activité ODC enregistrée.
Pour la série'BaP + TPA" I'addition de TPA stimule toujours I'ODC de 7 fois,

tandis que la DXME diminue cette stimulation de l'activité ODC dÛe zu TPA.

On constate que le taux basal est plus faible que celui de I'expérience sans
couche nourricière (valeurs enregistrées: 1.13). Mais les cellules restent toujours
sensibles à l'action du TPA avec une forte industion de I'activité ODC, dans tous les
cas de traitement ("BaP + TPA", TPA).

TABLEAU 22 : Taux basal d'ODC mesuré au cours d'un test de transformation
cellulaire sur SHE

Traitement J8J5J2

Acétone
TPA

BaP + TPA
BaP

11

16

12.5
3.2
'12.5

13
2.5
6.0

Résultats exprimés en nmol CO2/mgprot./60 mn. Iæs cellules ont été ensemencées

dans une boîte de pétri 5 ml à J0. Le protocole de traitement suivi a été celui du test

de transformation ; 17 -- addition de la substance initiatrice BaP (1 pglml) ,12,15 --

addition du promoteur TPA (0.1 pglml). AI2,|5 ou I& le milieu est ôté et les cellules

soigneusement rincées avec du PBS et congelées à -80C jusqu'au dosage ODC.
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TABLEAU 23 : Modulation de I'ODC par la DXME dans les cellules SHE au cours
d'un essai de transformation.

J5 + 5 heures de traitementJ2J1

Acétone
Acétone:
TPA :

TPA + DXME :

1.13
13.23
8.25

TPA
Acétone :
TPA :

TPA + DXME :

1.14
22.23
o.29

BaP TPA
Acétone :
TPA :

TPA + DXME :

1 .35
9.46
3.44

Résultats exprimés en nmol CO2/mg prot./60 mn. Les cellules SHE sont traitées

selon le protocole de transformation : addition du BaP conrme initiateur à fl et du

promoteur TPA à 12. A 15, un second traitement par le TPA seul ou associé à la

DXME est réalisé dans du milieu DMEM-H16 modifié à pH 6.7 et à 5 7o de sérum,

pendant 5 heures. A la fin de I'expérience les cellules sont soigneusement rincées au

PBS et congelées jusqu'au dosage de I'ODC.

. A I'aide de nos résultats, nous avons pu constater que les cellules SHE restent
sensibles à I'industion de I'ODC par le cancérogène, au cours des ditférentes étapes
de transformation. Mais suivant le traitement préalablement reçu, TPA ou BaP, les
cellules répondent alors ditféremment au second traitement par le TPA. Dans la série
d'expérience sans couche nourricière, nous avons observé une diminution de
I'induction de I'ODC par le TPA. Par contre dans l'expÉrience avec couche
nourricière, nous avons une forte stimulation de I'ODC par le TPA (le taux ODC
résiduel de la couche nourricière avoisine 0.1 nmol CO2lmg prot./60 mn à J2, J5 et
J8).

Dans le test de transformation des cellules SHE, nous obtenons généralement
1O o/o de colonies transformées par le TPA, au 8ème jour. Ce nombre serait
insuffisant pour permettre de détecter les variations possibles du taux d'induction de
I'ODC.
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L'objectif de l'étude des cancérogènes chimiques est la caractérisation des
fonctions cellulaires associés à l'évolution dune cellule normale vers la cellule
cancéreuse. Parmi les cancérogènes connus, un certain nombre d'entre eux n'agit
pas par un etfet génotoxique ; un mécanisme épigénétique serait alors fortement
impliqué dans leur action transformante.

Des études à long-terme sur des souris traitées par le TPA, ont révélé une
induction de l'ornithine décarboxylase (ODC) dans les cellules épidermiques;
Simultanément, une réastion inflammatoire se développe dans le compartiment
dermique suivie d'une réaction hyperplasique de l'épiderme. Toutes ces modifications
sont réversibles mais s'aggravent lors de traitements répétés par le TPA. Cependant
I'incidence des tumeurs cutanées diminue quand un anti-inflammatoire est associé
avec le TPA. L'intensité de la réaction inflammatoire et I'hyperplasie ont alors été
étudié en comparaison avec la stimulation de I'activité ODC dans les cellules.

Pour mieux comprendre la réaction spécifique des cellules cibles à I'action du
TPA sans interférence des facteurs inflammatoires, nous avons étudié l'effet de ce
cancérogène inaitrosur des modèles de cellules épithéliales de Rat et des cellules
embryonnaires de Hamster syrien.

Les objectifs que nous nous sommes alors définis ont été :
(1) d'explorer I'action du TPA aux ditférentes étapes de transformation de la cellule
au niveau moléculaire par I'expression du gène ODC et dans le cytoplasme à travers
I'activité de l'enzyme ODG.
(2) de connaître le niveau d'action des médiateurs de I'inflammation selon le schéma
ci-dessous :

T P A ( 1 2-0-tétradécaroylpho rbol- 1 3-acétate)
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Quelle serait I'action des médiateurs de l'inflammation sur I'induction de I'activité
d'Omithine Décarboxylase (ODC) et sur l'évolution de I'hyperplasie épidermique ?
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(3) A la vue des résultats, nous devons déterminer I'importance de la régulation post-
transcriptionnelle de I'ODC et le rôle des enzymes protéolytiques.

Réoonses soécifioues des modèles cellulaires choisie à I'action du TPA.

Nos études ont été réalisées rn aitto sur 2 lignées de cellules épithéliales
issues de poumon embryonnaire de rat. Avec ces 2 lignées, nous disposons de 2
stades évolutifs de transformation ; les cellules épithéliales témoins Ctr représentent
une lignée proche de la normale alors que les cellules traitées par le benzo(a)pyrène,
BPe représentent une étape déjà avancée dans le processus de transformation.

L'autre modèle cellulaire retenu a élê les cellules diploides de Hamster syrien
SHE, utilisées aux tous premiers passages. Ces cellules nous rapprochent encore
plus des cellules normales. De plus, ces cellules conservent leur capacité de
métaboliser les substances cancérogènes par rapport à d'autres modèles cellulaires
tels que les cellules 3T3. Les méthodes d'induction de la transformation
phénotypique des SHE étant relativement bien codifiées, ceci peut nous permettre de
suivre étape par étape les modifications biochimiques survenant au cours de ce
processus de transformation.

Nos premiers résultats sur I'induction d'ODC par le TPA dans les cellules
épithéliales Ctr et BPe ont démontré I'intérêt de ce modèle. Ces cellules sont d'un
emploi facile, se multipliant rapidement et dans des conditions de cultures
relativement simples comparées aux cultures de cellules épidermiques (Sasakawa et
al.., 1985;Yamamoto et al., 1987). Nous avons pu éviter I'interférence des facteurs
de croissance et minimiser I'emploidu sérum de veau embryonnaire décomplémenté,
qui sont connus pour atfecter I'induction de I'ODC (Yuspa., 1985). L'emploi de sérum
décomplémenté est à minimiser à cause de I'intervention possible des facteurs de
croissance, mais aussi des inhibiteurs de protéases ; nous exposerons plus loin
I'importance de I'action des enzymes protéolytiques dans les fonctions cellulaires.

De plus, les cellules épithéliales se sont révélées très sensibles à I'action du
TPA. Les cellules Ctr répondent par une tràs forte augmentation de I'ODC, 4 fois
supérieure au taux basal après 4 heures de traitement ; les cellules BPe ne sont pas
aussi sensibles car le taux d'induction n'est que 2 fois le taux basal pour un même
temps de traitement. Mais globalement, ces cellules Ctr et BPe sont très sensibles à
I'action du TPA avec des taux dODC avoisinant les 10 nmol CO2lmg de protéines/60
mn @ntre 5 nmol CO2 pour les cellules épidermiques (Sasakawa et al., 1985) et 0.5
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nmol CO2lmg de protéines/60 mn pour les cellules CHO-C55-7 transfectées avec
pSV2 neo (Van Steeg et al., 1990).

Nos résultats d'induction d'ODC par le TPA dans les cellules épithéliales ont
montré une sensibilité supérieure des cellules témoins Ctr par rapport aux cellules
BPe. Nous nous sommes alors posés la question de savoir si cette différence était
limitée au compartiment cytoplasmique ou s'il y avait une modification de I'expression

du gène ODC survenue au cours de la transformation.

Nous avons donc examiné les etfets du TPA sur I'expression du gène ODC
dans les cellules épithéliales pour découvrir les éventuelles différences dans la

régulation du gène ODC. Dans le compartiment nucléaire, I'expression du gène ODC
varie également avec la lignée cellulaire : forte stimulation de I'ARNm (ODC-ARNm)

dans les cellules Ctr (6 fois le taux basal) et stimulation plus faible dans les cellules
BPe (3 fois le taux basal).

Les études de fixation du TPA sur la membrane cellulaire ont assimilé les
molécules de protéine kinase C (PKC) aux sites de fixation (récepteurs) du
cancérogène. Le nombre de ces sites et leur atfinité au TPA peuvent varier suivant
les conditions de traitement de la cellule (Castagna et al., 1982 ; Thomas et al.,
1987). Des études antérieures etfectuées au laboratoire n'ont pas mis en évidence
de modification dans le mode de fixation du TPA entre les cellules témoins Ctr et les
cellules traitées BPe. La ditférence observée dans I'induction de I'ODC par le TPA
dans les 2 lignées cellulaires serait inhérente à une ditférence dans I'expression du
gène ODC. ll semble donc, que I'expression du gène ODC, soit ditférente selon la
lignée cellulai re considérée.

L'analyse moléculaire du gène ODC a montré qu'il y avait une ditférence dans
le taux d'induction de I'ODC-ARNm par le TPA, dans les 2 lignées cellulaires. La
lignée témoin Ctr a un taux d'induction d'ARNm plus élevée que la lignée traitée BPe.

Cette ditférence dans le taux d'induction d'ODC-ARNm entre les 2 lignées se
traduit par une même ditférence dans le taux d'ODC cytoplasmique. Le tableau
récapitulatif ci-dessous montre encore que dans chacune des lignées, le taux
d'induction de I'ARNm est plus élevé comparée au taux d'induction de I'ODC

enzymatique. Pour la lignée Ctr, I'augmentation d'ODC-ARNm est 6 fois supérieure
au taux basal alors que I'augmentation d'ODG-enzyme n'est que de 4 fois par rapport
au taux basal. Cette même différence, à proportions égales, se retrouve dans les

cellules BPe.
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Tableau râ:apitulatif : ODC-ARNm et ODC cytoplasmique.

Taux ODC-ARNm
Trait. TPA Acétone

ODC cvtoolasmioue
AcétoneTrait. TPA

Ctr
BPe

1

1

La stabilité de I'ODC-ARNm pourrait ôtre ditférente d'une lignée à I'autre, mais
des expériences de contrôle réalisées avec I'actinomycine D, n'ont pas montré une
différence de stabilité de l'ARNm dans les 2lignées cellulaires. De la même manière,
les travaux de Gilmour et O'Brien (1989) réalisées avec I'actinomycine D, sur cellules
SHE témoins et transformées n'ont montré aucune ditférence dans la demi-vie de
I'ODC-ARNm après stimulation par le TPA. Cette même équipe a également vérifié si
I'induction de cet ODC-ARNm nécessitait la synthèse d'une protéine. Pour cela, ils
ont bloqué la synthèse protéique par la cycloheximide : I'induction de I'ODC-ARNm
est indépendante de la synthèse protélque.

Nous n'avons pas d'explication pour la ditférence d'induction de I'ODC-ARNm
entre les cellules Ctr et BPe. Nous pouvons supposer que les cellules BPe, traitées
par le BaP au départ, ont subi une modification au niveau génomique, sachant que le
BaP est génotoxique. Nous pouvons également supposer que le traitement préalable
par le BaP a provoqué une modification du mécanisme de I'expression du gène
ODC. Cette hypothèse a également été émise par Mc Gonlogue et al., (1986). Enfin
cette dilférence d'induction pounait également provenir d'une vitesse de
métabolisation du TPA variable selon les cellules. Toutefois, des études plus
approfondies sont nécessaires pour bien comprendre le mécanisme d'action du TPA
dans ces 2 lignées.

Nos résultats ont mis en évidence que la ditférence d'activité ODC-
cytoplasmique entre les 2 lignées était consécutive à une différence du taux
d'induction de I'ODC-ARNm, après traitement par le TPA. Nous avons également
observé un taux d'ODC-ARNm proportionnellement supérieur au taux d'induction de
I'ODC cytoplasmique, pour une même lignée cellulaire. Nous avons donc émis
I'hypothèse qu'en plus de l'expression du gène ODC, nous devions tenir compte d'un
mécanisme de régulation post-transcriptionnel. Nous discuterons en détail de ce
mécanisme qui serait liée à une intervention des enzymes protéolytiques.

6
3

4

2

1
1
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Le TPA stimule également I'induction d'ODC dans les cellules de hamster
SHE, mais ce degré d'induction varie avec les conditions de culture notamment des
différences de pH. A pH 7.2 nos valeurs sont en concordance avec les résultats
pubfiés par O'Brien et Diamond (1977), Gilmour et al., (1985) ;mais les valeurs
obtenues sont relativement faibles et les écarts sont importants entre les ditférentes
expériences. A pH 6.7 les valeurs de I'ODG sont plus importantes : 20 nmol CO2/mg
prot./mn contre 9 nmol CO2 à pH7.2. En outre, le taux d'induction de I'ODC est très
régulier. Les expériences réalisées par Rush et al., (1990) ont montré que le pH du
milieu pouvait abaisser le pH intracellulaire, ce qui permettrait alors une meilleure
stabilité de la protéine ODC à pH 6,7. Ceci pourrait favoriser une régulation ditférente
de I'ODC par les enzymes protéolytiques. Des études portant sur les cystéines-
protéases ont montré par exemple, que les cathepsines B, L et H sont plus actives à
pH acide et que leur activité se trouve neutralisée à pH 7.00 (Keppler., 1988). Par
contre, les sérine-protéases sont plus actives à pH 7.4 (voir résultats 3ème partie,
zymogramme).

D'après nos résultats, il est apparu qu'il y avait une forte activité des sérine-
protéases dans les cellules SHE. Le fait de baisser le pH du milieu, et donc le pH
intra-cellulaire conduirait peut-être à une diminution de leur activité.

Dans les mêmes conditions de pH acide, I'analyse moléculaire montre
également une forte stimulation du gène ODC par le TPA (le taux d'induction d'ODC-
ARNm est supérieur au taux basal). Nous retrouvons de nouveau un taux d'induction
ARNm supérieur au taux d'induction de I'ODC cytoplasmique. La comparaison des
ARNm montre les mêmes types d'ARNm de 2.1 et 2.6 Kb dans les cellules
épithéliales et cellules SHE (photographie n" 4). Gilmour et al., (1987) et Van Kranen
et al., (1987) ont confirmé ce résultat en ayant obtenu les mêmes ARNm dans leur
modèle cellulaire, cellules SHE et lignée transformée de SHE.

O'Brien et Diamond (1977) ont trouvé une sensibilité ditférente dans les
cellules SHE témoins et les lignées de SHE transformées avec une supériorité du
taux d'induction d'ODC dans les cellules transformées (2 contre 1). Ce résultat est
différent de ce que nous avons observé avec les cellules Ctr et BPe. Toutefois, il est
ditficile de pouvoir comparer nos résultats par rapport à ceux de O'Brien dans la
mesure où les auteurs ont utilisé deux modèles cellulaires totalement différent : une
lignée établie de cellules SHE transformées (du passage 22 à 40) et des cellules
témoins SHE de passage précoce (1er ou 2ème).

Lors de la cancérogénèse expérimentale in oiw le TPA est utilisé de façon
répétitive et prolongée. Pour se rapprocher de ce modèle nous avons traité les
cellules Ctr et BPe par du TPA à intervalle de 24 ou 48 heures. Ces résultats se
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rapprochent de ceux obtenus par Solanki et Slaga (1982) Chida et Kuroki (1983)
travaillant sur des cellules épidermiques; Ces arteurs ont démontré par incorporation
de molécule marquée qu'il y avait une diminution du nombre total des récepteurs du
TPA. Le mécanisme de cette diminution n'est pas élucidée. ll serait possible que le
TPA stimule par l'intermâJiaire de la protéine-AP1, I'expression des gènes codant
pour les protéases (Lee et al., 1987). Ces protéases à leur tour pounaient agir au
niveau des récepteurs protéiques du TPA et les dénaturer : d'où une baisse de I'ODG
au second traitement par le TPA. Cette modulation régressive diminue lorsque nous
laissons un interualle de temps plus long entre les 2 traitements. C'est donc, un
phénomène réversible. ll se peut qu'après un intervalle de temps €lssiez long, I'action
protéofytique diminue et les récepteurs sont de nouveau synthétisés. En etlet in aiao
il a été démontré que I'augmentation de I'intervalle de temps entre les applications de
TPA sur la peau de souris conduit à une diminution de l'incidence des tumeurs.

In aiao dans le modèle de cancérogénèse en 2 étapes : Initiation et promotion,
I'hydrocarbure Benzo(a)pyrène est utilisé à faible dose pendant une courte période
suivi ensuite de I'application du TPA. Nous avons reproduit in aitro ce modèle de
traitements successiF sur des cellules témoins Ctr : d'abord le BaP puis le TPA.
Avec le BaP seul nous avons une baisse de 50 o/o du taux basal d'ODC. Plusieurs
travaux, Alexandrov et al., (1990) ont démontré que les métabolites du BaP forment
des adduits dans IADN. Ceci pourrait expliquer la diminution de I'activité ODC basale
dans les cellules épithéliales Ctr, par suite d'une inhibition du fonctionnement du
gène ODC par ces adduits. Mais I'application du TPA stimule de nouveau I'ODC. La
valeur d'ODC est égale à celle obtenue avec le traitement par le TPA seul. Si nous
évaluons en pourcentage, I'induction d'ODC par rapport au taux basal, le traitement
successif BaP-TPA donne un taux d'induction beaucoup plus élevé que le TPA seul
(147 contre 2O nmol CO2lmg prot./60 mn et 147 contre 50 nmol CO2lmg prot./60
mnn, respectivement). Mais il n'y aurait pas dénaturation du gène ODC par les
adduits du BaP car I'application en 2ème temps du TPA stimule fortement I'ODC.
Weisburger et Williams (1982) ont émis I'hypothèse que I'action des métabolites des
cancérogènes génotoxiques pourraient suivre une voie épigénétique. Des travaux
réalisés au laboratoire (Chouroulinkov., 1990) ont montré que lors de la
cancérogénèse en 2 étapes, l'astion initiatrice du BaP peut-être inhibée par la
déxaméthasone et empêcher la formation de tumeurs cutanées.

Des études plus approfondies pourraient aider à préciser le lieu d'action du
traitement successif BaP-TPA, soit au niveau du gène ODC, soit par une régulation
post-transcri ptio n nel le.
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Les systèmes de cellules épithéliales (témoins et transformées) et de cellules
de hamster plus proche de la normale sont donc très utiles pour la détermination des
mécanismes d'action du cancérogène TPA. Ce sont des modèles sensibles, faciles à
mettre en oeuvre pour suivre la réponse du gène ODC, I'activité de I'enzyme dans le
cytoplasme et suivre de près la régulation post-transcriptionnelle.

Etude rz artro de la modulation de I'action du TPA.
Nous avons indiqué dans I'introdustion que I'induction de I'ODC dans les

cellules épidermiques et la formation de tumeurs cutanées peuvent être diminuées
par I'action des anti inflammatoires. Nous avons alors étudié in aitro, les etfets de
I'inhibition du métabolisme de I'acide arachidonique sur I'ODC intra-cellulaire.

L'indométacine, inhibiteur de la synthèse des prostaglandines (anti-
cyclooxygénase), n'interfère pas sur I'induction de I'ODC dans nos cellules
épithéliales in oitro. Ceci est ditférent des expériences réalisées in aiao où I'induction
de I'ODC par le TPA est inhibée par I'indométacine. ll serait possible que in ztirto sur
la peau de souris, I'indométacine intervienne sur les cellules cibles épidermiques par
I'intermédiaire des cellules inflammatoires dermiques, par inhibition des
prostaglandines.

Au contraire, I'inhibiteur des lipoxygénases, le NDGA inhibe I'ODC in aitro.
Mais cet effet ne se retrouve pas in aioo car le produit ne peut inhiber la réaction
i nf lam matoi re (voi r tableau récapitulatif ci-dessous).

Les mêmes effets de I'indométacine et du NDGA ont été décrits par Verma et
al. (1980) et Yamamoto et al., (1987) sur des cellules épidermiques de souris en
cultures.

Action anti- lnhibition ODC Modulation
inflammatoire in oitro de I'ODC

in aiao

Indométacine

NDGA

intervention des
prostaglandines

absence d'etfet
des leucotriènes

Les résultats obtenus in oitro avec I'indométacine et le NDGA apportent donc
une preuve supplémentaire de I'intéraction de la réaction inflammatoire dermique
dans la modulation de I'ODC de l'épiderme, lors du traitement de la peau de souris
par le TPA. D'ailleurs, il a été démontré que I'intensité de la réaction inflammatoire
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est en relation direde avec I'incidence des tumeurs cutanées induite par les
promoteurs ou les cancérogènes non génotoxiques.

Le 3ème inhibiteur de I'inflammation que nous avons retenu est la
déxaméthasione. C'est un des anti-inflammatoires les plus puissants. ll agit au niveau
de la phospholipase A2 et empêche la mobilisation de l'acide arachidonique des
phospholipides membranaires (Hirata et al., 1980). In oizto, ce stéroiUe montre un
effet anti-tumoral des plus importants (Belman et Troll., '1972l-.

Les précédentes expériences réalisées in vivo dans notre laboratoire ont
démontré I'action anti-inflammatoire de la DXME et un effet inhibiteur sur I'ODC
(Nguyen-Ba, 1989). Nos études ont montré que la DXME agissait également sur
I'activité ODC dans nos modèles cellulaires. Ajoutée seule, la DXME fait baisser le
taux basal ODC. Ajoutée simultanément au TPA (t0), la DXME inhibe I'induction de
I'ODC dans les 3 types cellulaires testés Ctr, BPe et SHE. Cette inhibition serait due
au fait que la DXME après combinaison avec son récepteur protéique présente une
atfinité pour des séquences d'ADN (Flower et Blackwell., 1979). Les travaux de
Guertin et al., (1983), Compton et al., (1987) et Gladhang et al., (1989) ont montré
que selon les types cellulaires, la DXME peut conduire à I'inhibition de certains gènes
mais aussi à la stimulation d'autres gènes, notamment les gènes des nucléases
entraînant une dénaturation de I'ADN.

La comparaison des résultats d'inhibition de I'ODC par l'actinomycine D
(inhibiteur de la transcription) et ceux obtenus avec la DXME, nous montre que la
DXME devrait inhiber l'expression du gène ODC bloquant ainsi la synthèse de I'ODC
cytoplasmique. Ceci est confirmé par les résultats obtenus après analyse par
Northern-blot qui nous montre que dans les 3 types cellulaires, la DXME inhibe
fortement le taux d'ODC ARNm. Ceci est en accord avec les travaux de Gilmour et
al., (1989) qui ont démontré I'inhibition du gène ODC par l'actinomycine D sur cellules
SHE. Mais les résultats obtenus lorsque la DXME est ajoutée 3 heures après le TPA
(t3) ne montrent plus de concordance entre I'induction de I'ODC cytoplasmique et le
taux d'ODC-ARNm, (voir le tableau ci-dessous).



103

Taux d'ODC-
ARN messager

Activité ODC-
cytoplasmique

Acétone

DXME

TPA

TPA + DXME, t0

TPA + DXME, t3 +++++

Nous constatons une diminution du taux d'ODC-ARNm par action de la DXME
à t3, c'est à dire après t heure de contact avec les cellules, alors que I'activité ODC
cytoplasmique n'est pas inhibée. Elle est même stimulée, dépassant légèrement
I'induction par le TPA seul. Hirvonen et al. (1988) ont constaté que la diminution de
I'activité ODC dans le thymus de rat due à la DXME ne s'explique pÉts par une
diminution proportionnelle du taux d'ARNm. Hayashi (1988) ayant constaté la même
ditférence de stimulation entre I'ARNm et I'ODC cytoplasmique a émis I'hypothèse
qu'il devait y avoir implication d'un mécanisme post-transcriptionnel de régulation.

Cette hypothèse de régulation post-transcriptionnelle par I'action des
protéases permet d'expliquer I'augmentation de I'OD0-cytoplasmique après t heure
de contact de la DXME avec les cellules (t3). Nous avons donc recherché I'action des
e nzymes protéolytiques i nte rve nant dans cette rég u lation.

Nos résultats d'analyse des enzymes protéolytiques ont révélé que ce
n'étaient pas les cathepsines L, B et H qui étaient impliquées dans la régulation de
I'ODC, puisque toute inhibition des cathepsines ne se traduisait pas par une
augmentation de I'activité ODC. lik et al. (1985), Yokota et al., (19S6a;1986b) et
Tayloret al., (1987) ont montréque lescathepsines L, B et H n'étaient pas réparties
de façon homogène à travers un tissu donné. ll apparait également que ces
cathepsines doivent avoir des fonctions bien précises selon le type de cellules dans
laquelle elles se trouvent exprimées (San Segundo et al., 1986). ll se peut que dans
nos cellules épithéliales, les cathepsines soient des enzymes peu exprimées. De
plus, nous nous sommes heurtés à la ditférence d'inhibition des cystéine-protéases
par le E64. En effet, nous n'avons obtenu qu'une inhibition des cathepsines L et B et
une stimulation sur la H. Barrett (1982) a montré que le E64 était spécifique de toutes
les cystéines protéases ; il agit de façon très rapide sur les cathepsines L et B mais
beaucoup plus lentement sur la H. ll faudrait donc avoir un inhibiteur beaucoup plus

+

+
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+

+

++++

++

+++
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spécifique (Shoji-Kasai et al., 1988) pour pouvoir déterminer de façon plus précise si
les cathepsines pounaient intervenir dans une éventuelle régulation post-
transcriptionnelle.

Par contre, notre étude sur les sérine-protéases s'est révélée positive. En
effet, le traitement des cellules Ctr par le TPA a provoqué une forte activité
protéolytique (1.5 fois supérieure à celle du témoin acétone). Nous avons observé
une inhibition de 50 "/" de I'activité protéolytique par rapport au témoin lorsque les
cellules ont été prétraitées par la DXME. En traitement avec le TPA (t0) ou (t3), la
DXME conduit toujours à une inhibition des plages de lyse. Dans ce cas, la DXME
contre-cane I'effet stimulant du TPA sur les protéases. Ceci pourrait expliquer ce que
nous avons observé au niveau de I'ODC cytoplasmique à t3 ; pendant 3 heures le
TPA stimule le gène ODC mais également les protéases : on mesure donc une
résiduelle [ODC protéine synthétisée - protéolyse]. Par contre, à t3, la DXME va
bloquer à la fois la synthèse des protéases et de I'ODC. Une partie de la protéine
ODC a déjà été synthétisé et le pool dODC ne sera plus régulé par les protéases.
On obtient donc un taux d'ODC cytoplasmique supérieure à celui obtenu après
traitement par le TPA seul.

En ce qui concerne les cellules BPe, nous avons observé peu de ditférence
dans I'activité protéolytique cellulaire quelque soit le traitement reçu (TPA, DXME,
acétone). Ceci nous fait suggérer qu'il y aurait peut-être au départ une activité
protéasique intense dans ces cellules. Sloane (1984) rappelle que dans de nombreux
cas de cellules cancéreuses I'activité protéasique est très élevée par rapport à la
normale. Ceci toujours en accord avec notre hypothèse : la DXME bloque I'activité
protéolytique. Mais en traitement ditféré par rapport au TPA (t3) le peu d'etfet
bloquant exercé par la DXME sur I'activité protéolytique permet d'avoir un taux ODC
cytoplasmique légèrement plus élevée que pour le TPA seul. Par contre, en ce qui
conceme les cellules SHE, nous avons observé une activité protéasique très intense
dans la fraction particulaire, alors que chez les cellules Ctr et BPe, I'activité se
localise dans la fraction cytosolique soluble. Or les expériences avec les cellules
SHE ont été réalisées comme décrites précédemment, à pH 6.7. Cette acidité se
retrouve également dans le milieu intra-cellulaire (Rush et al., 1990). Se pourraitil
que cette acidité agisse sur la rétention des protéases dans des particules, ou bien
que cette rétention soit une particularité de ce type cellulaire ? Dans ce modèle
cellulaire, on constate également que le TPA stimule fortement I'astivité protéasique
(environ 3O "/" ltémoin acétone) et que la DXME inhibe cette activité enzymatique
(20 "/"1. Nous avons retrouvé la même relation inverse entre I'inhibition des protéases
par la DXME au temps t3 du traitement alors que I'ODC est stimulée après ce
traitement.
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Toujours dans le cadre de notre hypothèse, à savoir que la DXME agirait sur
les protéases et modifiant ainsi la régulation post-transcriptionnelle, nous avons
étudié I'astion de ditférents inhibiteurs des sérine-protéases pour démontrer que la
stabilité de l'enzyme ODG pourrait dépendre de l'action protéolytique des sérine-
protéases.

Nous avons utilisé 3 inhibiteurs synthétiques (TLCK, TPCK, PMSF), largement
utilisés dans la recherche (Rossman et Troll., 1980). Or nous n'avons pas obtenu
d'inhibition des protéases par le TLCK et PMSF car le taux d'ODC cytoplasmique
enregistré était semblable à celui obtenu après un traitement par le TPA seul. Au
contraire, pour le TPCK nous avons même obtenu un etfet inhibiteur sur I'activité
ODC. Mais il faut savoir que les auteurs ont toujours utilisé ces substances en
dosage biochimique direst (en tampon acellulaire). La difficulté de toutes ces
substances est de savoir si elles pénètrent suffisamment dans la cellule pour pouvoir
être actives (Pasternack et al., 1983) et si elles sont spécifiques. Seul un inhibiteur
d'origine protéique, I'Aprotinine, s'est révélé, efficace ; L'adjonction de cet inhibiteur
protéasique 3 heures après un traitement par le TPA a conduit à une stimulation de
I'activité dODC cytoplasmique dans les cellules Ctr et SHE.

Or notre étude par Northern blot a révélée que I'aprotinine avait un effet
inhibiteur sur le gène ODC avec inhibition du taux d'ARNm. Ajoutée simultanément
ou différée de 3 heures par rapport au TPA, I'aprotinine peut inhiber légèrement
I'induction du taux d'ODC-ARNm et contre-carrer I'activité stimulatrice du TPA sur
I'ODC. Notre problème actuel est de trouver un inhibiteur spécifique des sérine-
protéases et qui n'agisse que dans le compartiment cytoplasmique.

Comme nous I'avons rappelé plus haut, plusieurs auteurs ont suspecté une
régulation post-transcriptionnelle par une activité protéolytique. L'emploi de la DXME
à des temps ditférents après le TPA, nous a permis d'amplifier le phénomène et
apporte des précisions supplémentaires sur le mécanisme de régulation post-
transcriptionnelle de I'ODG par des enzymes protéasiques. ll apparait très clairement
que les protéases sont stimulées par le cancérogène TPA mais qu'elles sont
également modulées par des substances xénobiotiques, telles que la DXME.

In viw, Boutwell (19741a émis I'hypothèse qu'une des principales fonctions
des promoteurs tumoraux est de produire une répression ou I'activation de certains
gènes qui serait un des mécanismes épigénétiques par lesquels agirait le TPA.
Rossman et Troll en 1980 ont également émis I'hypothèse que I'inhibition de la
tumorigénèse par des anti-inflammatoires devait être le résultat d'une inhibition des
protéases ou de I'induction d'un inhibiteur de protéases par la DXME.
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Des études récentes ont montré que I'activation de la protéine kinase C (PKC)
semblait être une étape initiale dans la transcription du gène ODC dans les cellules
épidermiques de souris nouveau-nés (Enkvetchakul et al., 1989). Yamada et al.,
(1988) ont également montré qu'un inhibiteur de la PKC, la staurosporine, provoquait
une inhibition de I'ODC et de la promotion tumorale induite par le TPA dans la peau
de souris. Mais il a également obtenu une stimulation de I'ODC selon le temps
d'application de la staurosporine par rapport au TPA. Cette ditférence de réponse est
identique à celle que nous avons obtenu avec la DXME.

ll est donc difficile de relier I'etfet ditférent de la staurosporine (inhibition ou
stimulation de I'ODC) à son seul effet inhibiteur de la PKC. Cette différence de
réponse semblable à celle obtenue avec le TPA et la DXME, laisserait supposer que
la staurosporine puisse agir également sur les protéases comme la DXME.

Dans une 3ème partie, nous avons essayé de corréler les modifications du
taux d'ODC et I'apparition du phénotype transformé au cours d'une étude de
transformation des cellules SHE.

Nous avons suivi le taux d'ODC dans les cellules SHE à ditférents jours de
culture (J2, J5 et Jg). Nous avons pu constater que I'activité ODC diminuait au cours
du temps dans la série traitée par le TPA (J5 : 3.2 et JB : 2.5 nmol CO2lmg prot./60
mn) alors que le taux d'ODC reste constant dans la série témoin acétone (J2 : 11 ;
J5 : 12.5 et JB : 13 nmol CO2lmg proU60 mn). Mais il est important de remarquer que
pour la série "BaP + TPA", la première application de TPA (J2) ne conduit pas à une
baisse de l'activité ODC lorsque nous I'avons mesuré à J5 (même valeur que pour le
témoin acétone 12.5 nmol CO2lmg prot./60 mn). Par @ntre, le second traitement par
le TPA à J5 (selon le protocole du test de transformation) provoque une diminution
de f'activité ODC au 8ème jour du test (6.0 contre 13 nmol CO2lmg prot./60 mn pour
le témoin acétone). Mais lorsque nous traitons les cellules par le TPA pendant 5
heures à J5, nous obtenons une très forte stimulation de I'ODC dans la série
promotion (22 contre 13 nmol CO2lmg prot./60 mn dans la série témoin acétone). ll
semblerait donc qu'à ce stade J5, les cellules soient très sensibles à I'action
stimulatrice du TPA sur I'ODC. C'est peut-être entre J5 et JB que se situerait une des
étapes cruciales où les cellules subissent d'importantes modifications avec
perturbation dans la régulation de I'ODC. Des recherches sont encore nécessaire
pour clarifier ce mécanisme de super-industion de I'ODC au temps J5 après un
premier traitement par le TPA à J2.
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CONCLUSION GENERALE

L'ensemble de nos travaux ont montré I'intérêt d'avoir des modèles cellulaires
dans l'étude du mécanisme d'astion du TPA. Ceci permet d'éviter toute intéraction
des cellules environnantes et de déterminer I'etfet propre du cancérogène
épigénétique TPA sur les cellules cibles. Nos trois modèles cellulaires se sont
révélés sensibles à l'action du TPA avec une industion forte et régulière de I'Omithine
décaôoxylase. Ce phénomène est apparu réversible quelque temps après l'arrêt de
tout traitement. ll est apparu qu'il y avait une différence de sensibilité au TPA, entre
les cellules témoins (Ctr) et les cellules traitées par le BaP, (BPe) avec un taux
d'induction plus élevé dans les témoins. Nos études de biologie moléculaire ont
révélé qu'il y avait bien induction du gène ODC mais que cette induction variait avec
les étapes de transformation cellulaire, I'induction étant plus faible dans les cellules
traitées BPe, et la ditférence d'expression du gène se retrouvant dans la ditférence
d'i nduction d'ODC cytoplasmique.

Les résultats obtenus ir oitro avec les anti-inflammatoires non stéroiUiens
apportent une preuve supplémentaire qu'il y a etfectivement interaction entre les
cellules inflammatoires dermiques et la réponse ODC des cellules épidermiques, à
I'action du TPA. Notre étude plus approfondie avec le stéroide déxaméthasone, anti-
inflammatoire et antipromoteur connu, a montré qu'il existait une régulation post-
transcriptionnelle, par l'intermédiaire des enzymes protéolytiques. Cet aspect est très
irnportant car toute action protéasique peut être modulée à la fois par le cancérogène
TPA, par des substances xénobiotiques (DXME, inhibiteurs de protéases) mais
également selon l'étape de transformation des cellules avec prédominance des
sérine-protéases dans les cellules témoins Ctr par rapport aux cellules transformées.

Les renseignements que nous avons obtenus sur I'action du TPA entre les
cellules témoins et des cellules déjà transformées, nous incitent à étudier l'action du
TPA sur I'ODC et le mécanisme de sa modulation tout au long du processus de
transformation cellulaire. Avec le système de transformation des cellules SHE,
méthode déjà établie, nous pouvons suivre l'évolution d'une cellule proche de la
normale jusqu'à son étape transformée. Le but serait de pouvoir localiser les
perturbations de I'ODC et sa modulation lors de l'étape décisive du passage de la
cellule de l'état normal vers la transformation irréversible.



108

BIBLIOGRAPHIE

- AlexandroV, K., Rojas, M., Goldberg, M., Camus, A.M. and Bartsh, H.
A new sensitive fluorometric assay for the metabolism of (-)-7,8,
di hydroxy-7,8-di hydrog enzo (a) pyrene by hu man ai r fol licles.

Carcinogenesis, 11, 2157-2161 , 1990.

- Arya, S.K.,Wong-Staal, F. and Gallo, R.
Dexamethasone-mediated inhibition of human T cell growth factor and
rinterferon messenger RNA.

The journal of lmmunology, 133,273-276,1984.

- Astrup, E. and Boutwell, R.K.
Ornithine decarboxylase activity in chemically induced mouse skin papillomas.

Carcinogenesis, 3, n' 3, 303-308, 1982.

- Barrett, A.J., Kembhari, A.A., Brown, M.A., Kirschke, H., Knight, C.G.,
Tamai, M. and Hanada, K.

L- trans-Epoxysucci nyl - | e ucyl am ido (4- g uan idi no ) butane ( E-64) and its
analogues as inhibitors of cysteine proteinases inclusing cathepsins L, B
and H.

Biochem. J.,2O1, 189-198, 1982.

- Belman, S. and Troll, W.
The inhibition of croton oil-promoted mouse skin tumorigenesis by steroid
hormones.

Cancer Research, 32, 450-454,'1972.

- Berenblum, l.
Carcinogenesis as a biological problem.

North Holland Co, Amsterdam,1974.

- Béréziat, G., Chambez, J., Colard, O. and Wolf, C.
Les multiples fonctions des phospholipides cellulaires.

' Medecine.Science, 4, n' 1 , 1988.

- Benruald, Y. and Sachs, L.
"ln vitro' cell transformation with chemical carcinogens.

Nature (London), 2(Xl, 1 192-1184, 1963.

- Benltrald, Y. and Sachs, L.
"ln vitro" celltransformation of normal cells to tumor cells by carcinogenic
hydrocarbones.

J. Nat. Cancer lnst., 35, 641-661 , 1965.

- Birnboim, H.C.
Rapid extraction of high molecularweight RNA from cultured cells and
granulocytes for Northern analysis.

Nucleic Acids Res., 16 (4), 1487-1497, 1988.

- Boles, T.C. and Hogan, M.E.
Site-specific carcinogen binding to DNA.

Proc. Natl. Acad. Sci., 81, 5623-5627,1984.

- Boone, C.W., Mantel, N., Caruso, T.D. Jr.,Kazam, E. and Stevenson, R.E.
Quality control studies on fetal bovine serum used in tissue culture.

In vitro, 7, 174-189, 1974.



109

- Boutwell, R.K.
The function and mechanisms of promoters of carcinogensis.

CRC, Crit. Rev. Toxicol., 2, 419-442,1974.

- Brabant, M., Mc€olongue, L., Van Daalen Wetters, T. and Cotfino, P.
Mouse ornithine ilecarboxylase gene : cloning, structure and expression.

Proc. Natl. Acad. Séi., USA. 8s,22oo-220a, tgBB.

- Bradford, M.
A-rapid and sensitive method forthe quantitation of microgram quantities
of protein utilizing the principle of protein-dye binding.

Analyt. Biochem., 72, 248-254, 1976.

- Castagnâ, M., Takaï, Y., Kaibuchi, K., Sano, K., Kikkawa, U. and Nishizuka, Y.
Direqt activation of calcium-activated, phospholipid-dependent protein kinase
by tumor-promoting phorbol esters.

J. Biol. Chem., 257,7847-7851, 1982.

- Chen, Y. and Heidelberger, C.
Quantitative studie-s on the malignant transformation of mouse prostate cells
by carcinogenic hydrocarbons "in vitro".

lnt. J. Cancer,4, 166-178, 1969.

- Chen, T.R.
!î situ detection of mycoplasma contamination in cell cultures by fluorescent
Hoeschst-33258.

Strain. Exp. Cell Res., 104,255, 1977.

- Chida, K. and Kuroki, T.
Presence of specific binding sites for phorbol ester tumor promoters in human
epidermal and dermal cells-in culture but hck of down regulation in epidermal
cells.

Cancer Research, 43, 3638-3642, 1983.
- Chouroulinkov, l. et Lazar, P.

' Action cancérogène et cocancérogène du 12-O-tétradécanoyl-phorbol-13-
acétate (TPA) Sur la peau de sour-is.

C.R. Acad. Sci., Paris, I78, séne D,3027-3030, 1974.
- Chouroulinkov, l. and Lasne, C.

Two stage (initiation-Promotion) carcinogenesis in vivo and in vitro.
Bulleiin du cancer, 65, n' 3, 1g7B:

- Chouroulinkov, l.
Cancérogénèse et mutagénèse exçÉrimentales.

Annales des Mines, 1-6, JuilleUAoût 1978.
- Chouroulinkov, l.

Enseignement au DEA de Toxicologie.
Université Paris Vll, 1997.

- Chouroulinkov, 1.., Lasne, C., Lowry, R., Wahrendorf, J., Becher, H., Day, N.E.
and Yamasaki, H.

Dose and frequency etfect in mouse skin tumor promotion.
Cancei Reséarch, 49, 1964-1969, April 15, 1989.



110

- Chouroulinkov, l,- -CeÀeiiei'ettects 
of envirionmental chemicals commission of the European

Communities,
19th Meeting - Espoo, Finlande 6-9 Juin 1990., Ghap. Vlll-1 à21.

- Coffino, P. and Uchuan Chen, E.
Nucleotide sequence of the mouse ornithine decarboxylase gene.

Nucleic Acids Research, 16, n' 6, 2731-2732, 1 988.

- Compton, M.M. and Cidlowski, J.A.
ldentification of a flucocorticoid{nduced nuclease in thymocytes.

The J. Biol. Chem ., 262, 17, 8288-8292, 1987.

- Deelman, H.T.
Quelques remarques sur le cancer expérimental du goudron.
A - Ld méthode de scarification B - Leb recherches ciimiques sur le goudron.

Bull. Gancer, 21, 220-226, 1 g2g.

- DiGiovanni, J., Kruszewski, F., Coombs, M.M., Bhatt, T.S. and Pereshk, A.
Structu re-activity relationshi ps fo r epide rmal o rn ithi ne decarboxyl ase
induction and sliin tumor primotion'by anthrones.

Carcinogenesis, 9, n'8, 14g7-i449, 1g8g.

- Di Paolo, J.A., Donovan, P. and Nelson, R.L.
Quantitative studies of in vitro transformation by chemical carcinogens.

J. Natl. Cancer InilT2, 967-976, 1969.'

- Di Paolo, J.A.
Quantitative in vitro transformation of Syrian golden hamster embryo celts with
the use of frozen stored cells.

J. N. C. L., 64, n" 6, June 1980.

- Dodet, B.
Stratégies anti-i nflmammatoires.

Biofutur, 25-37, Septembre 1989.

- Earle, W.R.
Production of malignancy "in vitro'. lV - The mouse fibroblasts cultures and
changes seen in tlie livirig cells.

J. Natl. Cancer lnst., 4, 165-212,'1943.

- Enk'vetchakul, 8., Merrill, Jr. A.H. and Birt, D.F.
Inhibition of the induction of omithine decarboxylase activity by
12-O-tetradecanoyl phorbol-13-acetate in mou'se skin by sphingosine sulfate.

Carcinogedesis, 10 n' 2, 379-981, 1g8g.

- Flaschentrager, B.
Z. Angew, Chem.,43, 1011-1012, 1990.

- Flower, R.J. and Blackwell, G.J.
Anti-inflammatory steroids induce biosynthesis of a phospholipase A2 inhibitor
which prevents_prostaglandin generatiôn.

Nature, n8, zg-March f 979.
- Friedwald, W.F. and Rous, P.

The initiating and promoting elements in tumor production : analysis of the
etfests of tar, benzo(a)pyrene and methyl-cholahthrene on rabbii skin.

J. Exp. Med., 80, 101 -125,1944.-



L 1 l_

- Gentil, A., Lasne, C. and Chouroulinkov, l.
Corrélation entre l'induction de lésions réparables des acides nucléiques de
fibroblastes par des hydrocarbures polycycliques et leurs dérivés et la
transformation qu'ils induisent.

Colloques Internationaux du CNRS - N'256, Cancérogénèse chimique,
1 976.

- Gilmour, S.K., Avdalovic, N., Madara, T. and O'Brien, T.G.
Industion of ornithine decarboxylase by 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate
in hamster fibroblasts.

The Joumal of Biological Chemistry, 260, n' 30, 16439-1 6444, 1985.

- Gilmour, S.K., Verma, A.K., ltladara, T. and O'Brien, T.
Regulation of omithine decarboxylase gene expression in mouse epidermis
and epidermal tumors during two-stage tumorigenesis.

Gancer Research, 47, 1221-1225, 1987.

- Gilmour, S.K. and O'Brien, T.G.
Regulation of ornithine decarboxylase gene expression in normal and
transformed hamster embryo fibroblasts following stimulation by TPA
1 2-O-tetradecanoylphorbol-1 3-acetate

Carcinogenesis, 10 n" 1 , 157-162, 1989.

- Gladhang, l.P.and Christotfersen, T.
n-butyrate and dexamethasone synergistically modulate the surface
expression _of epidermal growth factor receptors in cultured rat hepatocytes.

FEBS Letters, 243 n" 1, 21-24, 1989.

- Guertjn, M., Baril, P., Bartkowiak, J., Anderson, A. and Belanger, L.
Rapid suppression of cr1-fetoprotein gene transcription 5y dexamethasone in
developping rat liver.

Biochemistry, 22, 4296-4302, 1 gg3.

- Hayashi, S.
Multiple.mechanisms forthe regulation of mammdian ornithine decarboxylase.

- Intemational encyclopedia of Pharmacology and Therapeutics.
Ornithine decarbôxylase : Biology, Enzymôiogy and Mcilecular genetics.

Editors ;Skin-rcni Hayashi,'PergâmonFress, Chap. lV, Èp 35-46,
1988.

- Heby, O.
Role of polyamines in the control of cell proliferation and differenciation

Ditferenciation, 19, 1-20, 1991.

- Heidelberger, C.
Quantitative studies on hvdrocarbon carcinooenesis in vitro.

The Jerusalem Syinposia on Quanturi Cnemistry a'nO Biochemistry
The lsraël Acadeiny'of Sciences and Humanitied, Jérusalem, 1969,
45-58.

- Hirata, F., Schitfmann, E., Venkatasubramanian, K., Salomon, D. and Axelrod, J.
A. phospholipase A2 inhibitory protein in rabbit neutrophils induced by
glucocorticoiUs.

Proc. Natl. Acad. Sci., USA,77,n"5,2533-2536, 1980.



tL2

- Hirvonen, A., tmnonen, T., Leinonen, P., Athonen-Hongisto, L., Jânne, O.A.
and Jânne, J.

Etfect of dexamethasone on the activity and expression of "ODC" in rat liver
and thymus.

Biochimica Biophysica Acta, 9fi,229-233, 1988

- Huberman, E. and Sachs, L.
Cell susceptibility to transformation and cytotoxicity by the carcinogenic
hyd rocarbons benzo (a)pyrene.

Proc. Natl. Acad. Sci., 56, 1123-129, 1966.

- li, K., Hizawa, K., Kominami, E., Bando, Y. and Katunuma, N.
Ditferent immunolocalizations of cathepsins B, H and L in the liver.

J. Histochem. Cytochem., Sl, 1173-1175,1985.

- Jânne, J., Pôsô, H. and Raina, A.
Polyamines in rapid growth and cancer.

Biochemica and Biophysica Acta, 473, 241-293, 1 978.

- Jânne, J.
Ornithi ne decarboxylase : Historical overview.

I nternatio nal Encyclopedia of pharmacology and Therapeutics
Ornithine decarboxvlasei : Bioloov. Ehzvmoloov ànO Moleculai oenetics

Editors: Shiô-bhi Hayashi,.Pergâmon-Éress, Chap l, pilt-4, 1gBB.

- Jânne, J. and Alhonen-Hongisto, L.
Inhibitors of ornithine decarboxylase : Biochemistry and Applications.

International encyclopedla of Pharmacology and Therapeutics.
Ornithine decarboxylasé : Bioloov. enzvmoloov aîd Moleculai oenetics.

Editors: Shin-lchi HayasÉi,'Pe4iamonÏress, Chap Vl, pp 59-77,1g8B.

- Kahana, C.
Molecular genetics of mammalian omithine decarboxylase.
I nte rnationâl encyclopedia of Pharmacology and The iapeutics.
Ornithine decarbôxylâse : Bioloov. enzvmôioov and Molecular oenetics.

- Editors : Sfrin-bni Hayashi,.Pe4iamon?ress, Chap Xl, Èp 127-191,
1988.

- Kennaway, E.L.
The identification of a carcinogenic compound in coal-tar.

Bri t .  Med. J.,  11,749-752,19SS.'

- Keppler, D.
Etude chez I'homme d'une cathepsine B particulière aux cancers.

Thèse de Doctorat de I'Université Paris Vl, 1988.

- Kiriakidis, D.A., Flamigni, F., Pawlak, J.W. and Canellakis, E.S.
Mode of interaction of ornithine decarboxylase with antienzyme and
adif I uoromethylornith i ne.

Biochem. Pharmacol., 33, 1575-1S78, 1984.

- Kitani, T. and Fujisawa, H.
purification'and properties of ornithine decaôoxylase from rat liver.

The Jounial ôf Biological Chemistry, 258 , n' 1, 235-239, 1983.



113

- Knudsen, P.J., Dinarello, C.A. and Strom, T.B.
Glucocorticoids inhibit transcriptional and post-transcriptional expression of
interleukin 1 in U 937 cells.

The Joumal of lmmunology, 139, 41 29-4134,1987.

- Leboeuf R. A. and Kerckaert, G.A.
The induction of transformed-like morphology and enhanced growth in Syrian
hamster embryo cells grown at acidic'pH.

Carcinogenesis, 7, n' 9, 1431-1440, 1986.

- Leboeuf, R.A. and Kerckaert, G.A.
Enhanced morphological transformation of early passage Syrian hamster
embryo cells cultured in medium with a reduced bicarbonate concentration
and pH.

Carcinogenesis, 8, n' 5, 689-697, 1987.

- Lee, W., Mitchell, P. and Tjian, R.
Purified transcription îactor AP-l interasts with TPA-inducible enhancer
elements

Cell, 49, 741 -752, 1 987.

- Litchi, U. and Gottesman, M.
Genetic evidence that a phorbol ester tumor promoter stimulated ornithine
decarboxylase activity by a pathway that is independant of cyclic AMP-
dependent protein kinases in CHO cells.

J. Cell Physiol., 113,433-439, 1983.

- Lu, Y.P.
Application d'une méthode orthogonale à l'étude de la cancérogénèse
chimiqug en deux phases sur cel-iules in vitro.

Thèse de Doctorat, Paris V, 19gB:
- McOonlogue, L., Dana, L.S. and Coffino, P.

Multiple mechanisms are responsible for altered expression of ornithine' decarboxylase in overproducing variant cells.
Molecular and cellular Biology, 6, 2865-2871, 1986.

- Magun, B.E. and Bowden, G.T.
.g.ffgctç of phorbol ester tumor promoters on the binding, processing, and
biological activity of epidermal growth factor.

Mechanisms of Tumor Promotion, Vol lll, Tumor promotion and
carcinogenesis inaitto. Thomas J. Slaga. Chap. lV, pp. '125-141,1982.

- Maurer, H.R.
Towards chemically-defined serum-free media for mammalian cell culture.
Ch.apter 2 in : Aninial cell culture, a practical approach
edited by R.l. Freshney. IRL Press, 1982.

- Michiels, F.
Evolution en culture organotypique du poumon embryonnaire de rat, normal
ou traité par du benzo(â)pyrèhe'ou du ôondensat de îumée de cigarette.

Thèse de Doctorat, 
-Paris 

Vl,'19 7.
- Michiels, F., Duverger, A. and Chouroulinkov, l.

Correlation be;tween preneo.plastic lesions in rat em.bryo lung treated with BaP
or CSC in organ culture and'tumour production in vivo.

Carcinogenesis, 2, n" 9, 88$696, 1981.



114

- Morgan, D.M.L.
Polyamines

Essays in Biochemistry, 23, 83-115, 1987.

- Nguyen-Ba, G., Chouroulinkov, l. et Truhaut, R.
Mécanisme épigénétique de la promotion tumorlae. Interrelation entre
I'inflammation ei factivité d'ornit'hine décarboxylase induites ir rtioopar le
cancérogène 1 2-0-tétradécanoyl-phorbol-1 3-dcétate.

C.R. Acad. Sci., Paris, g0Z, série lll,229-234, 1988.

- Nguyen-Ba, G., Chouroulinkov, l.
Epidermal cell proliferation and modulation of the protective potency of
dexamethasone against phorbol este r-i nduced omithine décarboxylase
activity.

Carcinogenesis, 10, n' 4,793-796, 1989.

-.\guy_en-Ba, 9., Robert, S., Lasne, G., Chouroulinkov, 1., Van Kreijl, C.F.,
Van Steeg, H. and Truhaut, R.

Nction spécifique de f'ester de phorbol, cancérogène non génotoxique, sur
I'inductidn de ltactivité et de la iranscription du gène d'omilhine décârboxylase
dans les cellules épithéliales témoins èt transfo-rmées. Etfet modulateur des
anti-inflammatoires., sous presse, C.R. Acad. Sci., 1991.

- O'Brien, T.G.
The induction of ornithine decarboxylase as an early, possibly, obligatory,
event in mouse skin carcinooenesis-.

Cancer Research, 96: 2644-2659, 1 976.
- O'Brien, T.G. and Diamond, L.

Ornithine decarboxylase induction and DNA
cultures treated with tumor-oromotino ohorb

pthesis in hamster embryo cell
diesters.

- Pagano, lrl. and Engler, R.- lnhibition of human liver cathepsin B, H and L by the human c2 cystéine
protéinase inhibitor.
ln : V. Turk (Ed.), Cystéine Protéinases and their lnhibitors, pp 91-42.
Berlin, New-York : Walterde Gruyter and Co., 19BG

-Pasternack, M.S., Sitkovsky, M.V. and Eisen, H.N.
The site of action of N-a-Tosyl-L-Lysyl-Chloromethyl-Ketone (TLCK) on
cloned cytotoxic lymphocyted.

The Joumal of immunology, 131, 2477-2483,1989.
- Pegg, A. and Mc Cann, P.P.

Polyamines metabolism and function.
An. J. Physiol. 243 (Cell Physiol 't2) : Ç 212-C 221, 19A2.

- Pegg, A.E.
Characteristics of ornithine decarboxvlase from various sources.

Intemational encyclopedia of Éharmacoloov and Theraoeutics.
Ornithine decarboxylasé : Bioloov. enzvmoloov àliO Moleculai oenetics.

Editors : Shin-lchi Hayashi,.Pe4iamon-Press, Chap lll, p-p 21-29,1989.



1_ 15

- Pienta, R.J., Poiley, J.A. and Lebhez, W.B.
Morphologiqâltransformation of early p€Fsage golden Syliqn hamsler embryo
cellé deriv-ed from cryopreserved primàry cullures as a reliable in vitro
bioassay for identifyi ng diverse carcinogens.

Int. J. Cancer, 19, 642-655,1977.

- Poiley, J.A., Raineri, R. and Pienta, R.J.
Use of hamster hepatocytes to metabolize carcinogens in an inoitro bioassay.

J. Natl. Cancer Inst., 63,519-524, 1979.

- Porter, C.W., Mc Manis, J., Casero, R.A. and Bergeron, R.J.
Relative abilities of bis(ethyl) derivatives of pttrescine, spermidine and
psermine to regulate polyamine biosynthesis and inhibit L1210 leukemica cell
growth.

Gancer Res., 47, 2821-2825, 1987.

- Redmond, D.E.
N. Engl. J. Med., 282,18, 1970.

- Ringold, G.M.
Steroid hormone regulation of gene expression.

Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol., 25, 529-566, 1985

- Rochette-Egly, C.
Contribution à l'étude des altérations membranaires induites par un promoteur
de tumeurs, le 1 2-0-tétradécanoyl-phorbol-1 3-acétate dans les cellules
embryonnaires de rat en culture secondaire.

Thèse de Doctorat, Paris Vl, 1978.

- Rose-Jo!r[, S., Fûrstenberger, G., Krieg, P., Besemfelder, E., Rincke, G. and
Marks, F.

Differential etfects of phorbol.estgrs on c-fos ?n! c-1ttgc and ornithine
decarboxylase gene èxpression in mousé skin in aioo.

Carcinogenesis, 9, 831-835, 1988.

- Rossman, T.G. and Troll, W.
Protease inhibitors in carcinogenesis : Possibly sites of action.

In Carcinogenesis, vol15. Modifiers of chemical, (Ed. Slaga)
chap.5, pp 127-143, 1980.

- Rous, P. and Kidd, J.G.
Gonditional neoplasms and subthreshold neoplastic states. A study of tar
tumors in rabbit.

J. Exp. Med., 73, 365-389, 1941.

- Ruch, R.J., Klaunig, J.E., Kerkaert, G.A. and Leboeuf, R.A.
Modification of gap junctional intercellular communication by changes in
extracellular pH in syrian hamster embryo cells.

Garcinogenesis, 11, n" 6,909-913, 1990.

- Russel, W.C., Newman, C. and Williamson, D.H.
A simple cJtochemical technique for demonstration of DNA in cells injected
with neoplasma and viruses.

Nature, 2Sl, 461 -462,1975.



r_ 16

- San Segundo, 8., Ghan, S.J. and Steiner, D.F.
Ditferences in cathepsin B mRNA levels in rat tissues suggest specialized
functions.

FEBS Letters, 2O1, 251 -256, 1 986.

- Sasakawâ, N., lshii, K., Yamamoto, S. and Kato, R.
Induction of ornithine decarboxylase activity by 1-oleoyl-2-acetyl-Glycerol
in isolated mouse epidermalceils.

Biochemical and Biophysical Research Com munication,
128,n' 2, 913-920, 1985

- Scalabrino, G. and Ferioli, M.E.
Polyamines in mammalian tumorc.

Advances in Cancer Research, 3li, 151 -268,1981.

- Schuman, R,F., Pienta, R.J., Poiley, J.A.and Lebhez, W.B.
Etfect of fetal bovine serum oh 3-methylcholanthrene induced transformation
of hamster cells in vitro.

In vitro, 15, n" 9, 730-735, 1979.

- Shoji-Kasai, Y., Senshu, M., lwashita, S. and lmahori, K.
Ttttol protease-specific inhibitor E-64 anests human epidermoid carcinoma
4431 cells at mitotic metaphase.

Proc. Natl. Acad. Sèi.,85, 146-1S0, 1gBB.

- Sloane, B.F. and Honn, K.V.
Cysteine proteinases and metastasis.

Cancer Metastasis Rev., 3,249-263, 1984.

- Solanki, V. and Slaga, T.J.
The down-modulation of receptors for phorbol ester tumor promoter in primary
epidermalcells.

Carcinogenesis, 3, n' 9, gg3-998, 1982.
- Takigawâ, M., Verma, A.K., Simsiman, R.C. and Boutwell, R.K.' Polyamine biosynthesis and skin tumor promotion : Inhibition of 12-

0-tetradecangylptto_r.bol-13-acetate-pronioted mouse skin tumor formation by
the i neversi ble in h i bitor of ornithi ne'decaôoxylase, a-dif I uo ro methylo rnith i nô.

Biochemical and Biophysical Researctf Communications, 1d5, 969-970,
1 982.

- Takigawâ, M., Boutwell, R.K. and Verma, A.K.
Evidence that on elevated level of ornithine decarboxylase may be essential
to tumor promotion by phorbol esters.

Polyamines : Basic and clinical, pp.1-8, lmahori et al. (Eds), 1gBS.

- Taylor, M.A.J., Almond, R.E. and Etherinqton, D.J.
The immunohistochemical location ôf catnepsin L in rabbit skeletal muscle.

Histochemistry, 96, 379-393, 1997.

- Thomas, P.T., Gopalakrishna, R. and Anderson, W.B.
Hormone and tumor promoter induced activation or membrane association of
protein-kinase C in intact cells.

Methods in Enzymology, 141,399-411, 1987.



1 ,L7

- Thony, C. et Thony, J.
Le cancer dudécolleteur. Enquôte clinique et épidémiologique. Prévention
Centre de Médecine du travaiide Cluses (Haute-Savoie)

Rapport 175 pages, 1970.
- Troll, W.

Blocking tumor promotion by proteases inhibitors.
In : Fundamentals of Cancer Prevention. Edited by P.N. Magee et al.,

pp 41-53, University of Tokyo Press, 1976.
- Tu,4., Hollowell, W., Pallottâ, S., Sivak, A., Lubet, R.A., Curren, R.D.,

4very,!rl.D., Jones, C., Sedita, 8.4., Huberman, E., Tennant, R., Spolding, J. and
Kouri, R.A.

An interlaboratory comparison of transformation in Syrian hamster embryo
cells with model and coded chemicals.

Environmental Mutagenesis, 8, 77-98, 1 986.
- Tu, A., Juodawlkis, A. and Lamb, K.

Ditferent growth fastor requirements of syrian hamster embryo cell
populations.

81 Annual Meeting of the American Association for Cancer Research,
May 23-26, 1990.

- Twort, J.M. and Twort, C.C.
Comparative activity of some carcinogenic hydrocarbons.

AmerJ. Cancer, 35, 80-85, 1939.
- Van Kranen, H.J., Van de Zonde, L., Van Kreijl, C.F., Bisschop, A. and Wieringa, B.

Cloning_and nucleotide sequence of rat ôrnithine decarbôxylase cDNA.
Gene, 60, 145-155, i987.

- Van Sl_eeg, J., Van Oostrom, C.T.M., Hodemaekers, H.M. and Van Kreijl, C.F.
Cloning and functional analysis of the rat ornithine decarboxylase--encoding
gene.

sous presse, Gene, 1990.
- Van Steeg, H., Van Oostrom, C.T.M., Hodemaekers, H.M., Peters, L. and

Thomas, A.A.M.
The S'untranslated region of rat ornithine decarboxylase mRNA is a
polyamine-independent and potent inhibitor of in viiro translation.

sous presse, J.B.C., 1990.
- Verma, A.K., Ashendel, C.L. and Boutwell, R.K.

Inhibition by prostaglandin synthesis inhibitors of the induction of epidermal
ornithine decarboxylase actii/ity, the accumulation of prostaglandins, and
tu mo r p_ro motioJr caused by 1 2-O-tetradecanoyl phorbol- 1 3-acetate.

Cancer Res., rm, 308-315, 1980.
- Weinstein, l.B.

Evoluating substances for pormotion, cofactor effects and synergy in the
carqnogenrc process.

Journal of Environmental pathology and toxicology, 3, 89-101, 1980.
- Weinstein, l.B.

The origine of human cancer : Molecular mechanisms of carcinogenesis and
their implications for cancer prevention and treatment.

Cancer Research, 8, 413S41 4it, 1 988.



1l -  I

- Weisburger, J.H. and Williams, G.M.
Classification of carcinogens as genotoxic and epigenetic as basis for
improved toxicologic bioassay methods.

In environmental mutagens and carcinogens
Editors Sugimura, T., Kondo, S. Takebe, H., University of Tokyo Press,
pp. 283-294,1982.

- Wen, L, Huang, J.K. and Blaclshear, P.J.
Rat omithine decarboxylase gene nucleotide sequence, potential regulatory
recents and comparaison to the mouse gene.

The Joumal of Biological Chemistry, 264, n' 15, issue of May 25,
pp 901 6-9021, 1 989.

- Williams-Ashman, H.G., Jânne, J., Coppoc, G.L., Geroch, M.E., Schenone, A.
New aspests of polyamine biosynthesis in eukaryotic organisms.
ln : Weber (Ed.) Atances in enzyme regulation, Vol. 10. Pergamon Press,
Oxford, p.225, 1972.

- Yamada, S., Hirota, K., Childa, K. and Kuroki, T.
Inhibition of phorbol estercaused induction of ornithine decarboxylase and
tumor promotion in mouse skin by staurosporine, a potent inhibitor of protein
kinase C.

Biochemical Biophysical Research Communications, 157, 9-1 5, 1 988.

- Yamagiwa, K. and lchikawa, K.
Experimental study of the pathogenesis of carcinoma.

J.  Cancer  Res. ,  3 ,1-21,  1918.

- Yamamoto, S., Sasakowa, N., Kiyoto, 1., Nakadate, T. and Kato, R.
The induction of ornithine décarboxylase caused by 12-O-tetradecanoyl
phorbol-13-acetate (TPA) in isolateô epidermal cells is inhibited by
lypoxygenases inhibitors byt not by cyclooxygenases inhibitors.

European Journal of Pharmacology, 1U,101-103, 1987.

- Yokota, S., Tsuji, H. and Kato, K.
- lmmunocytochemical localization of cathepsin B in rat kidney.

l. Light microscopic study using the indirect immunoenzymeiechnique.
J. Histochem. Cyt-ochem., 34, 891 -897, 1 986a.

- Yokota, S., Tsuji, H. and Kato, K.
lmmunocytochemical localization of cathespin H in rat kidney.

Histochemistry, 85, 223-230, 1 986b.

- Yuspa, H.Y.
Methods forthe use of epidermalcell culture to study chemical
carcinogenesis.ln methods in skin research. Edited by D. Skerrow and
C.J. Skérrow, Chap.8, pp 219-245, f985.

- Zisson, C.R., Siwik, A. and Tu, A.
lmproved transformation response of Syrian Hamster embryo cells in pH 6.7
medium.

79th Annual meeting of the AACR, 25-28 Mai, 1988, New Orleans,
USA.



119

ANNEXES

Annexe 1 : Milieux et tampons oour la culture cellulaire

1 - Milieu de Eagle modifié par Dulbecco (DMEM-H211pH7.4

Composants

NaOl
KCI
CaCl2 (anhyd)
MgSOa 7H2O
NaH2PO4 H2O
Glucose
Fe (NO3)3 9H2O
L-arginine HCI
L-valine
Glycine
L-serine
L-cystéine
L-tyrosine
choline Cl
Nicotinamidine
D-Ca Pantathenate
L-histidine H2O
L-isoleucine
L-leucine
L-lysine HCI
L-méthionine
L-tryptophane
L-thréonine
L-tryptophane
Pyridoxal HCI
Thiamine HCI
Riboflavine
Acide Folique
l-inisitol
L-glutamine
Rouge de phénol
NaHCO3

Référence Gibco n" 074-2100

mg/

6400,0
400,0
200,0
200,0
124,0

1000,0
0,1

84,0
94,0
30,0
42,0
48,0
72,0
4,O
4,O
4,0

42,0
105,0
105,0
146,0
30,0
66,0
95,0
16,0
4,0
4,0
o,4
4,0
7,2

580,0
15,0

3700,0
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2- Milieu de Eaole modifié oar Dulbecco (DMEM-H16) pH 7.4

ll s'agit du même milieu que précédemment mais avec une concentration en
glucose de 1000 mg/ (référence Gibco 074-1600)

3 - Milieu de Eaole modifié oar Dulbecco oH 6.7

Amino-acides

L-arginine HCI
L+ystine
L-glutamine
Glycocolle
L-histidine H2O
L-isoleucine
L-leucine
L{y$ne HCI
L-méthionine
L-phénylalanine
L-sérine
L-thréonine
L-tryptophane
L-tyrosine
L-valine
Pyruvate-Na

Vitamines

Acide folique
Choline chlorure
l-lnositol
Nicotinamide
D-Ca-pantothénate
Pyrydoxal HCI
Riboflavine
Thiamine

mg/l

u
48

584
30
42

105
105
146
30
66
42
95
16
72
94

110

mg/l

4,0
4,0
7,2
4,0
4,0
4,0
0,4
4,0
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Sels et autres composants

KCI
CaCl2
Nacl
NaHCOg
NaH2PO4H2O
Fe (NO3)3 eH2O
MgSOa 7H2O
D-glucose
Rouge de phénol

Composants

NaCl
KCI
NA2HPO4
KH2PO4

5 - Solution de trypsine 0.25 o/o pH 7.00

Composants

NaCl
KCI
NA2HPO4
KH2PO4
Trypsine

g/5 litres eau bidistillée

40,00
1,00
5,75
1,00

g/5 litres eau bidistillée

40,00
1,00

14,50
1,00

12,50

mg/l

400
200

6400
750
'124

0,1
200

1 000
5

Référence : ce milieu a été réalisé sur demande auprès de la maison Eurobio

4 - Solution de PBS sans calcium ni maonésium
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Annere 2 : Composition des tampons pour le dosaoe biochimique des cathepsines.

1/Tamoon ohosphate 0.1 M oH 6.8.2 mM EDTA- 1 mM DTT

qsp 500 ml (conservation au froid pendant 1 mois)

? Tampon phosohate 0.1 M pH 6.0

KH2PO4
Na2 HPO 4,12H2O
EDTA
DTT

KH2PO4
NA2 HPO 4,12H2O
EDTA
DTT

3,4 g.
8,95 g.
0,416 g.
0,071 g.

69.
2 ,15 g .
0,416 g.
0,0771 g.

qsp 500 ml (conservation au froid pendant 1 mois)

3/ Tamoon acétate de sodium 0.1 M oH 4.3

100 ml d'une solution acétate de sodium 1 M qsp 1 litre
ou 13.608 g d'acétate de sodium pour 1 litre d'eau bidistillée.

ajuster le pH avec de I'acide acétique.
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Annexe 3 : Tampons pour extraction du RNA et Northern-Blot

1 .RES
o.5 M LiCt PM 42.39
1 M urée PM 60.06
O.O2 M sodium Citrate PM 294.10 qsp 97'5 ml Eau bidistillée
2.5 mM CDTA PM 346.3

Filtrer la solution sur 0.45 pM et ajouter 2.5 ml de SDS 10 o/o (concentration finale 0.25 Y")
sous la hotte.

2-CCS
1 mM NaCi
1 mM CDTA qsp 247.5 ml eau bidistillée pH 6.8

Filtrer sur 0.45 pM et ajouter 2.5 mM SDS 10 % (concentration finale 0.1 %).

3 - LiOl/Ethanol
5 M LiCldissoudre dans I'eau

Autoclaver la solution
Ajouter ensuite 3 volume LiCl + 2 volumes gS% éthanol.

4 - Tris - EDTA ffE)
1 M Tris
0.S M EDTA pH 8.00 et autoclaver

5 - Solution Phénol/Chloroforme
10 gr cristaux Phénol/10 ml chloroforme.

Conservation à température ambiante, à I'abri de la lumière.

6 - Urea Laver Mix
I M urée
10 o/" saccharose ll faut autoclaver
0.05 % orange G préalablement ces solutions
0.1 % ssc

7 - Tampon Borate pour électroohorèse
89 mM Tris base
89 mM acide borique pH 8.3
2.5 mM EDTA

avec bromure d'éthydium

I - Taqp=ol=? xSSC (Slandard Saline Citrate)
0.03 M citrate trisodique
o.s M chiori,rlà oàédiiium PH 7.0
qsp 1000 ml (conservation à température ambiante, en flacon ambré).
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Annexe 4 : Références des produits utilisés :
' Pour I'activité ODC

Actinomycine D : Sigma n.'A 1410
Aprot inine :  Sigma n'A 1153
Benzo(a)pyrène : Sigma n'B 1760
Cycloheximide : Sigma n" C 6255
E64 : Boehrinqer-Mannheim n' 874 523
Indométacinel Sioma n" t 7378
NDGA : Sioma n'ï 5690
pJnithine :êigma n" O 2375r+C-L-ornithine : amersham n" CFA 491
TLCK : Sigma n" T 7254
TPCK : Sigma n' T 4376
TPA : LO-Services corporation/USA n" 617-938-1700

'Pour les catheosines

Triton X-100 : Merck n' 11869
Zphe-Arg - NHMec : Sigma n'C 9521
Z-Arg-Ar!-NHMec : Baëhem l. 1 195
nrg-NHtr'l"ec : Sigma n' A2027

' Pour l'élestrophorèse sur oel de gélatine

tous les oroduits utilisés son
"MarqueLr : RAlMBow lM
Amersham code RPN 756

des produits BIORAD pour électrophorèse
Protein Molecular weight Markers :

* Pour I'extraction du RNA et le Northern blot

CDTA (trans-l,2diaminocyclohexane-N,N,N',N' tetraacétic acid) :
sigma n" D 1383

Membrane nylon de transfert : Amersham n' RPN 3038
fapier Whatman pour chromatographie n" 303 0917
Pnitéinase K (extiaite de ïritiraifiùin aIfiunl :
Boehringer Mannheim n' 745-723

ADN (extrait de sperme de hareng) : Sigma n'D 2251
Film pihotographique : Amershamïyper--film MP code RPN 6.
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RESUmE

L'application topique de I'ester de phoËol TPÀ cancéogàne non génotoxique,
entraîne régulièrement sur la peau de souris dans lbrdre chronologique suivant : une
stimulation de I'actlvité ODC, une r6ac'tion infiammdoire dermique et hypodermique, une
hyperplasie épidermhue d snfin, à plus long terme la formation de tumeus. Nous nous
sommes intéressés à h slimulation de l'activit6 ODC par le TPA, un des événements le
plus précoce. Pour 6viter llnterférenoe des autres oomposants cellulaires de I'organisme,
nous avons choisicomme modèles : 2lign6es de cellules épithéliales, cellules non traitées
Gtr, et cellules prétraitées avec le BaP, BPe, et des cellules embryonnaires de Hamster
syrien (SHE). Notts avons observé une stimulation de I'ODC par le TPA, p[.rs forte dans
fes cellufes Ctr que dans les celfules BPe. Cette difiérence a 6tê aussi oonstaté au niveau
moléculaire.

La ditférence d'activit6 ODC cytoplasmique entre les 2 lign6es est consécutive à
une ditférencs du taux d'induction de I'ODC-ARNm. Nous avorxi également remarqué que
le taux d'induction ODC'ARNm par le TPA était nettement supérieur à la stimulation
d'ODC cytoplasmique enregistré, quelque soit fes celfules considér6es : Ctr, Bpe et SHE.

L'empoi d'anti-inflammatoires non stéroïdiens nous a permis de démontrer une
interaction réelle entre les compartiments dermique (inllammation) et épidermlque (ODC).
Par I'intermédialre d'un troisième anti-inflammatoire, stéroidien cette fois, la
déxaméth€lsone, nous avons pu mettre en évldence qu'il existait une régulation post-
transcriptionnelle de I'ODC cytoplasmhue dans fes 3 tt/pos æ1u6ires étudiés. Cette
régulation post-transcriptionnelle est essentiellement réalisée par les s6dne-protéases.
Leur ac'tion protéolytigue est tràs impoilante et se tnuve à la fois modulée par le TpA, des
xénobiotiques et l'6tape de transformation cellulaire.

Dans la 3ème partie de notre tnvail, nous avons cherché à établir les conélations
powant exlster entre les variations du taux dODC et l'apparition du phénotype transformé.
ll semblerait gue l'étape cnrcial vers la transformation in6vercible se situe après le Sème
four, date à partirde laguelle les cellules SHE sonttrès sensibles à I'ac{ion du TpA.

L'ensemble de notrB travail nous a permis dhnalyser un des mécanismes
épfgénétiques de I'induction dODC par le TPA et sa r6gulation oloplasmique gar
l'interm6d[aire deg enzymes prot6olytiques.

Motsdé : M6canisme épigénétique - I 2-Gt6tradécanoytphoôot-1 gadtate -
Omithine d6carbonylase - Régulation - protéar€s -
Transbrmdion oellulaire.




