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R~GULATION DE LA PROLIF~A'MON ET DE LA SURVIE DES 
CELLULES PANCRÉATIQUES TUMORALES HUMAINES 

Par 
Marie-osée Boucher 

Mhoire présent6 la Faculte de médecine 
en vue de l'obtention du grade de maître ès sciences (M.Sc.) en Biologie 
cellulaire 

La prolifération cellulaire est un processus hautement régularise. 
Jusqu'a ce jour, deux niveaux de dgulation de la prolifhtion cellulaire ont kt6 
identifiés : la voie p42/p4-4 MAPKs et les protdines impliquées dans la 
progression du cycle cellulaire. Dans ce travail, nous avons, dans un premier 
temps, mis en évidence le mécanisme d'action anti-mitogenique du TGFB et de 
l ' M c  chez les cellules pancréatiques tumorales humaines PANC-1 et MIA 
PaCa-2 en analysant leur action sur la cascade p4Up44 MAPKs et les protéines 
du cycle cellulaire- Nos avons démontré que le TGFB inhibe partiellement la 
prolifération des cellules PANC- 1 en augmentant l'expression des inhibiteurs 
du cycle cellulaire pl5 m4~ et p ~ p ~  Quant ii l'AMPc, il inhibe la 
prolifération des deux lignées cellulaires étudiées et ce 1- en inhibant l'activité 
des p421p44 MAPKs et 2- en augmentant l'expression de l'inhibiteur p27KP1 
qui est responsable de l'inhibition de l'activité du complexe cycline Wcdk.2. 

Dans un deuxième temps, nous avons clarifie le rôle des p4Up44 
MAPKs chez les cellules M A  PaCa-2. Nous avons démontré que cette 
cascade joue un rôle essentiel dans la prolifération cellulaire puisque 
1' inhibition de l'activité des p4Up44 MAPKs par l'inhibiteur spécifique 
PD98059 bloque les cellules en phase G1 du cycle cellulaire et augmente 
l'expression de l'inhibiteur p27Kip . De plus, nous avons démontré que ces 
kinases médient un signal de survie chez les cellules MIA PaCa-2. En effet, le 
traitement prolonge des cellules avec le PD98059 conduit ii la fbgmentation de 
l'ADN, une caractétistique des cellules ayant entamé un processus apoptotique. 
La mort cellulaire programmée (ou apoptose) est contrôlée en grande partie par 
deux classes de protéines : les membres anti- et papoptotiques de la famille 
des homologues Bcl-2 et les caspases. Dans ce travail, nous avons btabli un 
lien entre les p42Ip44 MAPKs, les homologues Bcl-2 et les caspases. En effet, 
l'inhibition prolongée des p4Zp44 W K s  am&e une diminution de 
l'expression des homologues anti-apoptotiques Bcl-2, Mcl-1 et Bcl-XL et 
conduit a l'activation de la famille CASP-3. La régulation de ces homologues 
Bcl-2 et de cette famille de caspases semble indubitablement sous le contrôle 
des p42/p44 MAPKs puisqu'une hyperactivité de cette voie 1- augmente 
l'expression de ces mêmes homologues; 2- empêche la diminution d'expression 
de %cl-2, Mcl-l et Bcl-XL et bloque l'activation de la fiunille CASP-3 induite 



par le PD98059; 3- et prévient l'apoptose induite par cet inhibiteur de la 
cascade des p4Zp44 MAPKs. Finalement, ce programme epoptotique semble 
être dépendant du protéasorne puisqw l'inhibition de ce danier bloque 
complètement la fhgmentation de I'ADN induite par l'inhibition prolongée des 
p42/44 MAPKS. 



CHAPITREl r 

INTRODUCTION 

1.1. Anatomie et physiologie 

Le pancréas naît d'évaginations, dorsale et ventrale, de l'intestin primitif 

qui, au cours du développement embryonnaire, se fusionneront pour hisser 

place à une seule et unique glande (Lee et Lebenthal, 1993). Unique puisque, 

de par ses structws particulières, elle accomplira deux fonctions très 

importantes. Tout d'abord, une fonction endocrine réalisée par les îlots de 

Langerhans. Ces derniers représentent environ 1-4 % de la masse pancréatique 

et sont composés de quatre principaux types cellulaires. Au centre de chacun 

des îlots, on retrouve les cellules fl qui sécrètent l'iasuline et au pourtour de 

celles-ci, les cellules 6, a et PP sont responsables respectivement de la synthèse 

et de la libération de la somatostatine, du glucacon et du polypeptide 

pancréatique. La vascularisation importante des îlots de Langerhans lui 

permettra donc d'assurer son rôle majeur, celui du contrôle de la glycémie. 

La deuxième grande fonction du pancréas est sous le contrôle du tissu 

exocrine (Rozé, 1998). Composé de cellules acineuses, de cellules ductales et 

de cellules centro-acineuses, le tissu exocrine représente à lui seul 90-95 % du 



Figure 1. Schéma du pancréas exocrine 
Tiré et modifié de Rozé, 1998 
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volume de la glande (figl). Les cellules acineuses vont être responsables de la 

sécrétion d'enzymes digestives en réponse à la prCsence du chyme gastrique 

dans le duodénum. Les enzymes pancréatiques jouent donc un rôle essentiel 

dans la digestion adaute des nutriments et, par le f ~ t  même, assurent 

l'absorption subséquente de ceux-ci au niveau de l'épithélium intestinal. Quant 

aux cellules ductales, elles s'occupent de la sécrétion hydrobicarbonatee 

importante 1) pour maintenir les enzymes a le mucus dans un liquide 

suffisamment dilué pour éviter toute précipitation, 2) pour la neutralisation de 

l'acidité gastrique ainsi que 3) pour maintenir, au niveau du duodénum, un pH 

favorable à l'activité optimale des enzymes pancréatiques. Finalement, les 

cellules centro-acineuses, malgré leur nom, ressemblent davantage au plan 

fonctionnel aux cellules ductales. Certains leur attribuent un rôle dans la 

sécrétion de bicarbonates (Rozé, 19%). 

1.2. Régulateurs de la croissance pancréatique in vivo 

En se basant sur le fiiible index mitotique (Opie, 1932) et sur des études 

autoradiographiques (Lcblond et Walker, 1956), on a longtemps pensé que le 

pancréas adulte n'avait aucune capcite de croissance et de rdgtn&ation. 

Cependant, depuis les premières enides démontrant la faculté du panakas de rat 

a augmenter son poids pancréatique suite à une stimulation à la CCK exogène 

(Mainz et al., 1973, Barrowman et Mayston, 1974), on sait que le pancréas, 



sous certaines conditions, a la faculté de croître et même de se régénérer. A 

noter que ce sont les cellules acineuses qui ont le plus fort pouvoir mitotique, 

suivi des cellules ductales, tandis que les cellules des îlots n'ont qu'un très 

faible potentiel de division (Els&ser et al., 1993). 

Parmi les hormones pouvant moduler cette croissance pancréatique, la 

CCK demeure le meilleur mitogène des cellules acineuses (Rivard et al., 1991). 

Cependant, la sécrétine, la bombésine, I'EGF et la thyroxine ont tous déjà été 

décrits comme régulateurs positifs de la croissance pancréatique chez les 

rongeurs (Githens, 1993). Évidemment, aucune étude exhaustive n'a pu être 

réalisée sur le pancréas humain afin de confirmer ces résultats et ainsi, il 

n'existe, jusqu'à ce jour, aucune évidence que ce dernier est apte a croître et à 

se régénérer tout comme le fait le pancréas de rat. Les seules extrapolations 

concernant la possible capacité du pancréas humain a se régénérer repose sur 

une étude faite avec des porcs. En effet, le porc, de par l'expression de certains 

types de récepteurs (entre autres ceux de la CCK), constitue le meilleur modèle 

p u r  étudier et étendre les résultats sur le pancréas humain (Morisset et al., 

1996). Les auteurs démontrent que I'administration de bombésine a des porcs 

ayant subi une pancréatectomie permet une régénération pancréatique et une 

augmentation importante du t a u  de prolifération des cellules acineuses 

(Fiomcci et al., 1998). De plus, soulignons une récente dtude démontrant que 

la tête du pancréas humain grossissait suite au traitement des patients avec le 



Camostaîe, un inhibiteur de protéases capable de bloquer l'activité des -es 

pancréatiques au niveau du duodénum (Friess et ai., 1998) suggérant encore 

une fois que le pancréas bumain est apte à croître. 

Une autre hormone régulaaice de la croissance pancréatique, mais cette 

foisci agissant d'une manière négative, est la somatostatine. En effet, il a été 

démontré que l'administration chronique de somaîostaîhe des rats diminuait 

le taux d'incopration de thymidine tritiée in vivo (Monsset et al., 1982). De 

plus, la somatostatine endogène réduit la réponse trophique amenée par la 

caeruléine, un d o g u e  de la CCK, supportant ainsi l'hypothèse que la 

somatostatine endogène agit comme facteur anti-trophique pour le pancréas de 

rat (Morisset, 1984). Ces effets de la somatostatine ont été confinnés plus 

récemment à l'aide de l'utilisation d'un analogue plus stable de la 

somatostatine (octréotide ou SMS 201-995) qui a été injecté pendant 14 jours à 

des rats résultant en une diminution du poids pancréatique (Von Schonfeld et 

al., 1995). 

Finalement, le TGFP a aussi dte identifid comme un modulateur négatif 

de la croissance pancréatique in vivo. Une souris transgénique exprimant le 

TGFB 1 dans les cellules 8, le gène &nt sous le contrôle du promoteur humain 

de l'insuline, démontre une diminution de l'incorporation de 

bromodéoxywidine au niveau des cellules acineuses pancréatiques (Lee et al., 



1995). De plus, encore une fois chez la souris, l'expression d'un mutant 

dominant ndgatif du récepteur de type II du TGFB augmente significativement 

la proportion des cellules acineuses progressant dans le cycle cellulaire 

suggerant un rôle important du TGFB endogbe dans la ~gulation negaiive de 

la croissance pancréatique (Bottinger et al., 1997). Également, le TGFB serait 

un médiateur de la rdgulation de la prolifhion cellulaire obsewée suite à une 

pancréatite. La neutralisation du TGFB 1 durant une pancréatite aigu& induite 

chez le rat accélère légèrement la régénération du pancréas (Menke et al., 

1997). 

. 1.3. Régulateurs de la croissance pancréatique in vitro 

Très peu d'études ont été entreprises pour confirmer l'effet des 

différents hormones et facteurs de croissance sur la croissance pancréatique 

normale in vitro. En effet, l'étude du pancréas exocrine fait face à deux 

obstacles majeurs. Tout d'abord, malgré qu'il soit possible d'isoler des acini 

pancréatiques, leur courte durée de vie (quelques heures) nous contraint à 

effectuer des expériences qu'a court terne et ainsi ne permet pas d'études 

exhaustives. En second lieu, il n'existe jusqu'à ce jour aucune lignde cellulaire 

provenant d'acini pancréatiques normaux. Les études in vitro se limitent donc 

à certaines études sur des acini isolés ou encore sur des lignées cellulaires 

pancréatiques tumorales qui seront discutées un peu plus loin. 



Malgré ces difficultés, on a pu démontrer que la caeruléine, un analogue 

de la CCK, était apte ii stimuler l'incorporation de thymidine tritiée chez d a  

acini pancréatiques de souris cultivés en monocouche (Logsdon et Williams, 

1986). Toujours chez la souris, mais sur des acini isolb, une étude confirme 

l'effet antiproli fératif du TGFP ; le TGFB inhibant I' incorporation de thymidine 

tritiée stimulée par la caeniléine, I'EGF et l'insuline (Logsdon, 1992). 

Finalement, il a aussi été démontré que le TGFP inhibait l'incorporation de 

thymidine tntiée chez une culture de cellules épithéliales pancréatiques de rat 

cultivées dans 0.1% de sérum (Menke et al., 1999). 

1.4. Cancers pancréatiques 

1.4.1. Épidémiologie et caractéristiques génétiques 

Parmi les dix cancers les plus fréquents retrouvés chaque année, on note 

le cancer du pancréas qui se classe parmi les cinq cancers les plus mortels. En 

effet, dans la majorité des cas, quand un patient est diagnostiqué, le carcinome 

s'est déjà étendu dans pratiquement toute la glande et même au-delà ce qui rend 

les interventions médicales et chimgides relativement inefficaces; c'est ce 

qui explique le faible taux de survie d'a peine 8% observe deux ans après le 

diagnostic (Gold, 1995). Dans le but de prévenir, d'accélérer le diagnostic et 

de traiter le cancer pancréatique, des dtudes molt!culaires ont été entreprises 



pour identifier les caractéristiques génbtiques des adénocarcinomes 

pancréatiques d'origine exocrine, les aâén~~af~inomes d'origine endocrine 

étant plutôt rares. Les dsultats qui se dbgagent de ces études demontrent des 

mutations au niveau 1) de l'oncogène Ki-ras dans prts de 85% des 

adénocarcinomes, 2) du gène suppresseur de tumeur p53 dans 50-70% des cas, 

3) du gbne de la CKI pl6 M4A qui présente une mutation ou une délétion 

homozygote dans 80% des carcinomes pancréatiques et 4) du géne DPC4 

(codant pour la protéine SMAD4 impliquee dans la signalisation du TGFB) qui 

présente des délétions homozygotes, des mutations ou pertes de foncti~n dans 

50% des cas de cancer pancréatique d'origine exocrine (Hahn et al., 1996) et 

endocrine (Bartsch et al., 1999). On constate que toutes ces mutations 

favorisent la prolifération anarchique des cellules pancréatiques; l'oncogène K- 

ras ayant une influence positive sur la prolifération et où les signaux d'arrêt de 

prolifération amenés par p53, pl 6'NK4A et la signalisation du TGFB sont absents. 

1.4.2. Régulation négative de la prolifération des cellules pancréatiques 
tumorales 

De part ces mutations decrites dans la section précedente, les cellules 

pancréatiques tumorales deviennent plus résistantes aux signaux d'arrêt de 

prolifération. Néanmoins, certains effets inhibiteurs de la somatostatine et du 



TGFf! sur la prolif-ioa ont pu être observés sur des cellules pancréatiques 

tumorales. 

Dans la lignbe cellulaire A R W  (cellules pandatiques tumorales de rat 

d'origine acineuse, Longnecker et al., 1979), le SMS 201-995, un analogue 

plus stable de la somatostatine, inhibe la prolif-ion cellulaire induite par le 

sérum, I'EGF et le FGFb (Viguerie et al., 1989 et Bensaid et al., 1992). Chez 

les cellules pancréatiques tumorales humaines, le RC-160 (un autre analogue de 

la somatostatine) inhibe la prolifération in vitro des MIA PaCa-2 (Liebow et 

al., 1989) et réduit le volume et le poids de la tumeur développée suite à la 

greffe des MIA PaCa-2 dans une souris nue (Radulovic et al., 1993). La 

somatostatine inhibe kgalement la prolifbation in vitro et la formation de 

colonies sur agar des BxPC-3, une autre lignée pancréatique tumorale humaine 

(Takeda et Escribano, 199 1). Malgré ces effets inhibiteurs de la somatostatine 

sur la prolifération des cellules pancréatiques tumorales, certains travaux ont 

plutôt rapporté une absence d'effet de celle-ci sur la prolifération de ces mêmes 

ce1 lules. L'absence de récepteurs pour la somatostatine explique 

habituellement cette absence d'effet sur des lignees pancréatiques tumorales 

humaines (Gillespie et al., 1992) et sur les tissus de carcinomes pancréatiques 

d'origine exocrine (Buscail et al., 1996) et, par le fait même, la restitution de 

l'expression de récepteur pour la somatostatine, rétablit la réponse inhibitrice 



de cette hormone sur la prolifération des cellules pancréatiques (Delesque et 

al., 1997). 

Quant au TGFP, quelques &des démontrent son effet inhibiteur sur la 

prolifération de cellules pancréatiques tumorales humaines. Entre autres sur les 

cellules COLO-357 dont la prolifération est diminuée de 50% lorsque cultivées 

en présence de TGFP (Baldwin et Korc, 1993; Baldwin et al., 1996; Kleeff et 

Korc, 1998; Kleeff et al., 1999) et les PANC-1 qui peuvent être inhibdes mais à 

un degré moindre (Baldwin et Korc, 1993; Freernan et al., 1995; Baldwin et al., 

1996; Villanueva et al., 1998). En dépit de cette régulation négative du TGFP 

sur la prolifération, la plupart des études sont en faveur de défauts dans la 

signalisation du TGFB qui rendent les cellules pancréaîiques tumorales 

humaines résistantes à l'effet de cette cytokine. Des défauts qui se situent au 

niveau de la non-expression du récepteur de type II du TGFB (Freeman et al., 

1995; Baldwin et al., 1996), au niveau des protéines impliquées dans la 

signalisation du TGFP, les Smads, dont l'expression peut être altérée due B une 

mutation comme dans le cas de Smad4 (Hahn et al., 19%; Villanueva et al., 

1998) ou encore ou l'expression peut être augmentée comme dans le cas de 

Srnad6, un inhibiteur endogène de la signalisation du TGFP (Kleeff et al., 

1999). Également, une deietion homozygote au niveau de I'exon 1 et 2 de 

I'inhibiteur du cycle cellulaire pl 5 'NK4B entraînant la perte d'expression de ce 



dernier, déjà décrit comme un médiateur important de l'arrêt en G1 causé par 

un traitement au TGF$ (Hannon et Beach, 1994; Reynisdottir et al., 1995; 

Sandhu et al., 1997), a aussi 6tC identifie comme un éventuel responsable de 

l'absence de réponse inhibitrice du TGFB sur la prolifaation des cellules 

pancréatiques tumorales humaines (Villanueva et al., 1998). 

2. MECANISMES MOLECULAIRES DE R ~ U L A T I O N  DE LA 
PROLIFÉRATION CELLULAIRE 

La prolifération cellulaire est un processus hautement régularisé. 

Jusqu'a ce jour, deux niveaux essentiels de régulation ont été identifiés : une 

régulation par la voie des p42/p44 MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinase) 

et une régulation au cœur même du cycle cellulaire. 

2.1. Les voies des MAPKs 

Chez les cellules de mammifères, le premier module MAPK découvert 

fut celui des p4Up44 MAPKs. En effet, c'est en 1987 que l'on identifie deux 

protéines de 42 et 44kDa dont l'activitd sérine-thréonine kinase est rapidement 

induite dans les adipocytes 3T3-LI stimulés A l'insuline (Ray et Shugill, 1987). 

Par la suite, d'autres modules MAPKs sont venus se joindre au groupe : celui 

de la p38 MAPK (Han et al., 1994; Roue ei d ,  1994; Freshney et al., 1994; 

Lee et al., 1994) et des p46/p54 JNKs (Dérijard et al., 1994; Kyriakis et al., 



1994). Contrairement au premier module active préfërentiellement par des 

hormones et facteurs de croissance, la p38 MAPK et p46IpS4 JNKs sont 

activées par les stress enviromementaw et les cytokines. Le point commun de 

ces modules repose sur leur cascade d'activation comprenant au moins trois 

kinases : une sérinefthrbonine kinase (MAPKKK : MAPK kinase kinase) 

phosphoryle une kinase A double spécificité soit une kinase apte a phosphoryler 

sur résidu stkinelthréonine et tyrosine (MAPKK : MAPK kinase) qui, a son 

tour, active une autre sérine/thrt!onine kinase (MAPK). La figure 2 indique les 

membres des différentes cascades MAPKs connus jusqu'a présent chez les 

mammi fëres. 

2.1.1. Signalisation par les p42/p44 W K s  

Les p42/p44 MAPK traduisent les signaux mitogeniques provenant de la 

liaison des facteurs de croissance et des homones à leurs rbcepteurs. En effet, 

les récepteurs possedant une activité tyrosine kinase intrinsèque et les 

récepteurs couplés aux protéines G vont amener, suite a leur propre stimulation, 

l'activation de ce module MAPK. Cependant, les voies empruntées pour la 

stimulation peuvent différer. L a  figure 3 schdmatise les joueurs responsables 

de l'activation des p42Ip44 MAPKs par les récepteurs i h  activité tyrosine kinase 

et ceux couplés aux protdines G. La voie classique de stimulation des protdines 

ubiquistes p4up44 MAPKs consiste en l'activation de la petite protéine G 



Figure 2. Les différents modules MAPK connus chez les mammifêres 
Traduit de Dharasekaran et Premkumar Reddy, 1998 
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Figure 3. Activation des p42lp44 MAPK par les teeepteurs ri activité 
tyrosine kinase (A) et les récepteurs couplés aux prot4ines G (B). 

Traduits et modifiés de Hunter, 1997 (A) et Gutkind, 1998 (B) 
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membranaire Ras qui, dans son état liant le GTP, recrute la MAPKKK Raf A la 

membrane qui a son tour permettra la stimulation des MAPKK, MEKl et 

MEKS, qui seront responsab1es de la phosphorylation sur la thrbonine-183 et la 

tyrosine-185 des ERIC1 et ERK2 (autre nom donné ii la p44 MAPK et p42 

MAPK respectivement), cette double phosphorylation &tant essentielle a leur 

activité. Ces p42/p44 MAPKs activées seront respollSabIes de la transmission 

du signal du cytoplasme au noyau puisqu'elles transloquent elles-mêmes au 

noyau pour aller directement activer des facteurs de transcription (Treisman, 

1996). 

La protéine Ras est une petite protéine G membranaire qui oscille entre 

un état inactif, sous sa forme liant le GDP, et un état actif lorsqu'elle est liée au 

GTP (Alberts et al., 1994). Il existe 4 isoformes de la protéine Ras et chacune 

semble diffërer dans leur habiteté à activer Raf-1. Une étude récente réalisée à 

l'aide de constitutif actif de chacune des isofomes démontre, in vitro, une 

aptitude inégale des différentes isoformes stimuler Raf-1; &-Ras 4B > Ki- 

Ras 4A >> N-Ras > Ha-Ras (Voice et al., 1999). Un autre travail, toujours 

effectué à l'aide de mutant constitutif actif, a dkjà montré que c'&ait plutôt N- 

Ras (par rapport à Ha-Ras) qui se portait garant de l'activation de Raf-1 in vivo 

(Hamilton et Wolfman, 1998), cependant il n'avait pu comparer l'effet d'un Ki- 

Ras constitutif actif. Maigre ces différences, on peut tout de même imaginer 

que les différentes isofomes de Ras ne sont peut-être pas si redondantes dans 



leur fonction et que chacune permet l'activation d'un substrat swifique. Les 

enides futures nous apporteront sûrement une *me, mais pour l'instant on 

ne peut se baser que sur les quelques travaux 4 ce sujet. Les d i f fh t e s  PKC 

(conventionnelles, nouvelles et atypiques) peuvent également activer la voie 

p42Ip44 MAPK à leur façon. Les PKC conventiomelles et nouvelles d e n t  

aptes A stimuler wl (SchOnwasser et al, 1998). Cependant, contrairement A 

ce qui avait déjii &té ddcrit (Kolch et al., 1993), l'activation ne semble pas 

requérir la phosphorylation des sériae259 et sérine499, deux sites définis 

comme cibles de la PKC. En plus de cet effet, les PKC conventio~elles 

auraient un second effet qui limiterait I'activation ultérieure de Raf-1 par des 

facteurs de croissance et autres activateurs de PKC i.e. que l'ajout de sérum ne 

potentialise pas l'effet du TPA sur l'activation de Ras1 lorsqu'ajouté 

simultanément suggérant un phénomène de désensibilisation opéré par les PKC 

conventionnelles (Sch6nwasser et al., 1998). Quant aux PKC atypiques, elles 

activeraient la voie, mais plutôt au niveau de MEK; soit directement (Diaz- 

Meco et al., 1994) ou indirectement via une protéine encore non-identifiée 

(Sc hanwasser et al., 1 998). 

Une fois recrutées à la membrane par Ras-GTP et phosphorylées par une 

tyrosine kinase ancrée à la membrane (Marais et al., 1995), il semblerait que 

chacune des isofomes de Raf (A-Raf, B-Raf et c-Raf-1), les MAPKKK de la 

cascade, diverge également dans leur capacité B stimuler les prochains 



membres de la cascade pWp44 MAPK soit les MEKl et MEIU qui sont 

activées par phosphorylation sur la sérine218 et la sérine222 (Zheng et Guan, 

1994). Encore une fois, très peu d'études ont ete entreprises dans le but de 

répondre A la question. Toutefois, il a été observe dans une ügde cellulaire 

hématopoï6tique que l'interleukine-3 active les isoformes A-Raf et c-Raf- 1, 

mais seul A-Raf serait responsable de l'activit6 MEK observée après 

stimulation avec cette cytokine (Sutor et al., 1999). Ces résultais viennent 

quelque peu en contradiction avec ce qui avait déjii été observé où les 

isoforrnes B-Raf et c-Raf-l étaient de meilleurs activateun de la cascade 

p4Zp44 MAPK que l'isoforrne A-Raf (Bosch et al., 1 997). 

L'activation des p42/p44 MAPKs par les MEKl et MEIU est un peu 

plus simple que les mécanismes d'activation décrits précédemment. En effet, 

jusqu'à présent, les p42/p44 MAPKs sont les seuls substrats connus de MEKl 

et MEIU (Seger et al., 1992). La particularité de ces MEKs repose sur le fait 

qu'il s'agit de kinases à double spécificité c'est-à-dire qu'elles vont 

phosphoryler les résidus tyrosine et thdonine d'une séquence consensus 

thréonine-glutamine-tymsine, la double phosphorylation étant essentielle a 

l'activité des p42Ip44 MAPKs (Anderson et al., 1990). Malgré que la 

tyrosine 185 soit enfouie dans une poche hydrophobique (Zhang et al., 1994a)' 

l'interaction M E W K  doit entraîner un changement de confomation 

augmentant l ' m i t é  de MEK pour son substrat et exposant ainsi La 



tyrosine1 85 qui est le premier résidu A être phosphoryl6 par la MEX. (Haystread 

et ai., 1992). 

En réponse il un stimulus mitogenique ou il un agent induisant la 

différenciation, on observe une translocation nucl* des p42Ip44 MAPKs qui 

sont les seules de la cascade & entrer dans le noyau (Chen et al., 1992; 

Gonzalez et al., 1993; Lenomand et al., 1993). Comment ce phénoméne se 

produit reste toutefois à être élucidé. Récemment, Lenomand et al. ont montré 

que l'activation des p42/p44 MAPKs était sufisante pour initier leur 

translocation nucléaire à l'intérieur de cinq minutes et que ce processus ne 

demandait pas de neosynthése protéique. Cependant, la rétention de celles-ci 

au niveau du noyau nécessite 1) la synthèse de protéines semant probablement 

de protéines d'ancrage pour les p42/p44 MAPKs et 2) ces protéines d'ancrage 

semblent régulées fmement via leur dégradation dans le protéasome, puisque le 

traitement des cellules avec un inhibiteur de protéasome, le LLnL, permet de 

prolonger la localisation nucléaire des p42/p44 MAPKs (Lenomiand et al., 

1998). Ce même groupe, en s'appuyant sur une dtude de Fukuda et al. (1997), 

propose un modèle où les ME&, qui possédent un site d'amarrage pour les 

p42/p44 MAPKs en leur extrémité N-temiinale (Bardwell et al., 1996) et un 

signal d'exportation nucléaire (Fuku& et al., 1 W6), serviraient d'ancrage 

cytoplasmique pour les p42/p44 MAPKs. Suite à une stimulation mitogtnique, 



il y aurait phosphorylation et dissociation de ces demières des MEKs et elles 

pourraient alors tnmsloquer au noyau par simple diaision. Un autre modèle 

suggère que la pbosphorylatioa des p4ZP44 MAPKs est suffisante pour induire 

la translocation (Khokhlatchev et al., 1998). Ces p421p44 MAPKs pounaient 

s'homodimériser entre p4Up44 W K s  phosphorylées ou non-phosphorylées 

et cette dimérisation entraînerait l'accumulation nucléaire de ces kinases. Cela 

pourrait expliquer 1) pourquoi des mutants incapables de se dimériser ne 

transloquent plus au noyau, 2) pourquoi des mutants inactifs de p44 MAPK 

sont toujours aptes a une translocation nucléaire et 3) pourrait egalement 

expliquer les différentes cin6tiques d'activation en fonction du temps, degré 

d'activation et efficacité des p42/p44 MAPKs a activer leurs substrats selon le 

stimulus. Cependant, ce modèle repose sur des études de microinjection des 

pWp44 MAPKs dans des fibroblastes, nécessitant donc la validation du 

phénomème in vivo. 

Comme les p42/p44 MAPKs transloquent au noyau, la plupart de leurs 

substrats sont nucléaires. Cependant, avant de tmsloquer, celles-ci peuvent 

phosphoryler des protéines associées B la membrane comme le récepteur a 

I'EGF (Northwood et al., 1991) ou des protéines cytoplasmiques comme la 

phospholipase A2 ( Lin et al., 1993) et la pflK (Blenis, 1993). Au niveau du 

noyau, les cibles des p42/p44 MAPKs sont les facteurs de transcription 

ElkliTCF ( Gille et al., 1992; Janknecht et al., 1993; Marais et al., 1993; Gille 



et al., 1993, SAP 1 a (Rice et al., 1995; J h e c h t  et al., 1995), c-Ets 1 et c-Ets2 

(Yang et al., 19%), c-Fos (Chen et aL, 1993; Okazaki et Sagata, 1999, c-Myc 

(Seth et al., 1992) et récemment ERF, un répresseur eanscriptiomel ubiquiste 

de la famille des fmteurs de transcription Ets, s'est avéré être associe et 

phosphorylé par les p42/p44 MAPKs in vitro et in vivo (Le Gailic et al., 1999). 

2.1.2. Inactivateurs endogènes des prlUp44 MAPKs 

Au cours des dernières années, des phosphatases ont été identifiées 

comme modulatrices de l'activité des différents modules MAPK. La plupart 

d'entre elles, phosphatases également regroupées sous le nom de MKP (MAP 

Kinase Phosphatases), sont rapidement induites suite a une stimulation (= 

imrnediate-early gene). MKP- 1/CL100/3CH 134 (Alessi et al., 1993; Sun et al., 

1993) et MKP-2hVH2ml (Guan a Butch, 1995; King et al., 1995) sont des 

phosphatases à double spécificité (c'est-à-dire qu'elles vont déphosphoryler les 

résidus thréonine et tyrosine ayant dté phosphorylés par la MAPKK) qui 

peuvent inactiver les trois classes de MAPK : p42/p44 MAPK, p38 MAPK et 

JNK. Leur expression est stimulde par les stress (oxydatif et themique) ainsi 

que par les agents mitogéniques. Leur localisation est nucldaire et 

conirairement a MKP-1, MKP-2 n'est pas exprimée dans les cellules 

fibroblastiques humaines. B23hVH3 (Ishibashi et al., 1994) et PAC-1 (Rohan 



et al., 1993; Ward et al., 1994) sont Cgalement des phosphatascs double 

spécificité localisées dans le noyau, mais dont l'action est dirigee 

préférentiellement envers les p4Zp44 MAPKs. B23hVH3 est dttectée dans 

plusieurs tissus normaux humains, mais plus intensément au niveau du 

pancréas et du cerveau. Son expression peut être stimulée par les chocs 

thermiques ou les mitogènes. Quant à PAC-1, elle est également induite par les 

agents mitogéniques, mais elle est exclusivement retrouvk dans les cellules 

hématopoïétiques. h W 5  (Martel1 et al., 1995) est une tyrosine-phosphatase 

spécifique aux p42/p44 MAPKs (veiifier car Muda et al. JBC 1998 dit que 

JNK=p38»>ERK) abondante au niveau du cerveau, du c m  et du muscle 

squelettique. Dans les cellules PC12, son expression est stimulée par le NGF et 

l'insuline. 

II existe une autre catégorie de MKP qui cliffere de celles mentionnées 

ci-haut de part leur expression constitutive (donc non-inductible) et de part leur 

localisation cytoplasmique. Il s'agit de MKP-3mst l (Groom et al., 1996) et 

MKP-XiPysî.2 @owd et ai., 1998) qui ont une spécificité envers les p4Up44 

MAPKs et sont exprimées de manière ubiquiste. Un autre membre de cette 

famille a été cloné, MKP-4 (Mu& et al., 1997). et se distingue des deux autres 

par un marquage surtout au niveau du cytosol, mais également un marquage 

ponctuel au niveau du noyau. De plus, l'expression de cette phosphatase est 



très restreinte; on la détecte seulement dans le placentsi, dans les reins et dans le 

foie embryonnaire. 

La déphosphorylation des p42/p44 MAPKs n'est pas toujours l'oeuvre 

de ces phosphatases venant d'être décrites. On attribue @ois l'inactivation de 

la voie à la PP2A (Alessi et al., 1995), A une tyrosine phosphatase encore non- 

identifiée (Wu et al., 1994; Alessi et al., 1995; Gopdbhai et Meloche, 1998) ou 

encore aux tyrosine-phosphatases VHR (Todd et al., 1999) ou à la toute 

nouvelle PTPBR7PTP-SL (Ogata et al., 1999) exprimée de façon 

prédominante dans le cerveau. 

2.1.3. Rôles des p4Up44 MAPKs 

Dans les études antérieures, il a été clairement démontré que seuls les 

agents mitogéniques étaient aptes à provoquer une stimulation biphasique et 

soutenue des p42/p44 MAPKs; un premier pic d'activation entre 5-10 minutes 

suivi d'une activation soutenue pouvant durer jusqu'à 6h (Kahan et al., 1992; 

Meloche et al., 1992; Vouret-Cmviari et al., 1993). Cette activation soutenue 

des p42/p44 MAPKs c o d e  avec leur translocation nucléaire (Lenonnand et 

al., 1993; Lenormand et al-, 1998). L'utilisation de mutant dominant-négatif et 

d'antisens de c-Rd1 (Kolch et al., 11991, de la MEK constitutivement active 

(Cowley et al., 1994), de p44 MAPK dominant-negatif et d'antisens de cette 



même isofonne (Pagés et al., 1993), ainsi que l'expression constitutive de 

MKP-I (Brondello et d., 1995) ont indubitablement prouve le rôle des p4Up44 

MAPKs dans la prolifération cellulaire. BreE l'activation soutenue (Pages et 

al., 1993; Cowley et al., 1994; Brondello et al., 1995) et la translocation 

(Brunet et al., 1999) des p42Ip44 MAPKs sont des prérequis essentiels pour la 

prolifération cellulaire obsenée dans plusieurs types cellulaires (Robinson et 

Cobb, 1997). 

En plus de son rôle majeur dans la prolifération cellulaire, les p42/p44 

MAPKs semblent remplir une mission importante dans la transduction de 

signaux de différenciation; dans les cellules PC 12, une lignée cellulaire issue 

de phéochromocytome de rat, l'activation des p42/p44 MAPKs est nécessaire 

et suffisante pour l'élongation neuritique (Cowley et al., 1994; Robinson et al., 

1998) tandis que l'inactivation de cette cascade MAPK semble inhiber la 

différenciation des cellules épithéliales intestinales (Cristobal Aliaga et al., 

1999).  galem ment, on amibue de plus en plus un rôle de protection contre 

l'apoptose (mort cellulaire programmée) aux p42/p44 MAPKs (Xia et al., 

1995). L'activation de celles-ci par le FGF-2 protège les cellules L929 contre 

l'apoptose induite par le TNF-a (Gardner et al., 1996) et leur simple inhibition 

suffit à entraîner les cellules HeLa dans un programme apoptotique ( Berra et 

al., 1998). 



2.2. Le cycle cellulaire 

Le cycle cellulaire est le processus fondamentai par lequel toute espèce 

vivante se propage et par lequel les cellules âgées, &Mes ou mortes par 

apoptose sont remplacées. II est constitu6 de d i f fh tes  phases : G1, S, G2 et 

M. 

La phase G l  est celle situee entre la fin d'une mitose et le début de la 

phase S. Elle pemet à la cellule de doubler sa masse et de dupliquer son 

contenu protéique. Lorsque la cellule a effectué ces changements, elle est prête 

a entamer la phase de synth&se d'ADN, phase S, où la cellule passe d'un 

contenu 2N à 4N. La derniete phase avant la mitose, phase G2, reprdsente celle 

où la cellule s'assure de la réplication adéquate de l'ADN essentielle pour la 

subdivision égale entre les deux cellules filles issues de la mitose. 

La phase M du cycle cellulaire consiste en deux étapes : une division 

nucléaire préparée et effectuée lors de la prophase, prométaphase, métaphase, 

anaphase et télophase, et une division cytoplasmique lors de la cytodierèse qui 

marque la fm de la phase M. Ainsi, au terme de cette phase, deux cellules filles 

au contenu 2N voient le jour. 

II peut également exister une phase GO qui peut être empruntée par les 

cellules en phase G1 qui mettent un k i n  a leur progression dans le cycle 



cellulaire et entrent dans un étaî spécialisé. Oa surnomme cette phase état de 

quiescence. 

2.2.1. Assemblage des compIexes cycline/cdk de la phase G 1 

La phase G1 du cycle cellulaire est un épisode hautement r~!gularisé 

(fig.4). Cette fine régulation est accomplie en grande partie par les cyclines de 

la phase G1 0 1 ,  D2, D3 et E) et leur sous-unité catalytique, les kinases 

dépendantes des cyclines (cdk4/cdk6 et cdk2). Suite à une stimulation 

mitogénique, il y a d'abord, des la iramition GO/Gl et jusqu'a la fkontière 

GUS, synthèse de la cycline D qui se lie avec sa sous-unité catalytique, la cdk4 

ou cdko, et cet assemblage, en plus de la phosphorylation par la kinase 

activatrice des cdks (CM), permet l'activation du complexe qui débute à la 

m i 4  1 et se poursuit jusqu'a la transition GUS (Sherr, 1994; Matsushime et al., 

1994; Meyerson et Harlow, 1994; Ladha et al., 1998). Ce complexe actif 

permet alors la progression de la phase G1 en phosphorylant la protéine du 

rétinoblastome, pRB, qui, dans cet état hyperphosphorylé, perd sa capacité de 

séquestrer les fscteurs de transcRption de la famille E2F qui régularisent 

plusieurs gènes dont les produits sont ndcessaires pour la régulaiion des phases 

G 1 et S du cycle cellulaire (cycline E) ou pour la rt5plication de l'ADN 



Figure 4. Régulation de la phase G1 du cyck cellulaire 





(dihydrofolate réductase, thymidine kinase, thymidylaîe synthase, histone 

H2A) (Nevins, 1992; Grana et al., 1998). Contrairement au complexe cyciine 

Ecdk2, pRb semble être l'unique substrat du complexe enzymatique cycline 

D-cdk4/6 (Sherr et Roberts, 1995). Les cyclines D sont considérées comme 

des senseurs d'agents mitogéniques, ce sont elles qui démarrent la machinerie 

du cycle cellulaire (Sherr, 1993). 

Vers la fm de la phase G1 et au début de la phase S, la cycline E appuie 

la cycline D dans la progression du cycle (Sherr, 1993). Son expression semble 

contrôlée en partie par pRb. En effet, Geng et al. ont identifie des sites de 

liaison à E2F dans le promoteur de la cycline E et ont montré que ceux-ci 

étaient responsables de la régulation transcriptiomelle de la cycline E (1996). 

Dans la même année, un autre groupe de chercheurs a démontré que 

l'expression de cette cycline etait déréglée dans des fibroblastes issus 

doembryon de souris p R b 4  : 1'ARNm de la cycline E apparaissant plus tôt 

dans la phase G1 comparativement aux cellules pRb+/+ et les niveaux 

protéiques étant plus élevés (Herrera et d ,  19%). La cycüne E associée à sa 

sous-unité catalytique càk2 participe elle aussi a la phosphorylation de pRb, 

mais aurait également d'autres substrats dont la phosphorylation est nécessaire 

à la synthèse d'ADN (Ohtsubo et al., 1995; Resniîzky et Reed, 1995; b d e  et 

al., 1 997; Zhao et al., 1998, Leone et al., 1999). 



Des études ont aussi démontré que la phosphorylation dquentielle de 

pRb par la cycline D-cdW6 puis par la cycline E-cdk2 etait importante, 

puisque le complexe cycline E& est incapaôle d'agir sur pRb sans sa 

phosphorylation préalable par le complexe cycline k d k 4 / 6  (Lundberg et 

Weinberg, 1998). Il est important de noter que les di f fMts  complexes 

phosphorylent pRb sur différents sites (ConneIl-Crowley et al., 1997; 

Zarkowska et Mimiacht, 1997). L'activité des deux complexes serait donc 

nécessaire à la phosphorylation complète de pRb qui marque le point de non- 

retour, ou point de restriction (point R), c'est-à-dire le point en phase G1 

tardive ou les cellules deviennent indépenâantes des signaux mitogéniques 

extérieurs pour leur progression dans le cycle cellulaire (Pardee, 1989). 

Suite à leur assemblage, l'activation complète des complexes cycline D- 

cdk4/6 et cycline E-cdk2 requiert leur phosphorylation sur un résidu thréonine 

(thréonine 160) par la CAK (CDK-activating kinase), qui est elle-même une 

enzyme composée d'une cycline, la cycline H, et de sa sous-unité catalytique, 

cdk7 (Fischer et Morgan, 1994). La kinase Weel peut quant à elle ajouter un 

phosphate sur un résidu tyrosine de la cdk, mais cela résulte en l'inactivation 

du complexe. Pour retrouver son activité, une phosphatase de la famille Cdc25 

doit intervenu sur cette même tyrosine (Morgan, 1997). 

Pour prouver le rôle des cyclines dans la progression de la phase G1, 

plusieurs études ont confirmé que la surexpression des cyclines D et E 



diminuait la durée de la phase G1, diminuait le volume cellulaire et réduisait le 

besoin en facteurs de croissance pour la transition de la phase G1 a la phase S 

(Ohtsubo et Roberts, 1993; Quelle et al, 1993; Resnitzky et al., 1994; 

Resnitzky et Reeâ, 1995). La c~~swexpression des cyclines ayant un effa 

additif, cela suggère également que chacune d'elle contrôle un evenement 

différent requis pour la progression vers la phase S du cycle cellulaire 

(Resnitzky et Reed, 1995). 

2.2.2. Les inhibiteurs du cycle cellulaire 

Il existe quatre mécanismes gouvernant l'activité des cdks. Comme 

décrit dans la section précédente, le premier mécanisme tepose sur la liaison de 

la cdk avec la cycline. Subséquemment, la complète activation survient suite a 

la phosphorylation par la CAK. Cependant, des kinases régulatrices tels Weel 

peuvent se mettre de la partie pour inhiber l'activité des complexes qui peut 

toutefois être recouvrée suite a l'action des phosphatases de la famille de 

Cd&. Un dernier mécanisme de régulation repose sur l'expression 

d ' inhibiteurs des complexes cycline-cdk (CKI : cyc l ine-be  inhibitor). Ces 

derniers sont regroupés en deux familles selon leur mode d'action et leurs 

cibles. 



Cette famille d'inhibiteurs est wnstituée de protdines de 15-20 kDa qui 

ont en commun la répétition, dans leur séquence, de quatre motifs ankynn 

(Serrano et al., 1993; Sherr, 1995). De part leur liaison aux cdk4/6, elles 

préviennent l'assemblage des complexes cycline Dcdk4/6 et induisent ainsi 

l'arrêt en phase G1 du cycle cellulaire (Sherr et Roberts, 1995). C'est 

d'ailleurs de cette fonction que la famille puise son nom : abitem de cdAk 

(INK4). Les membres de cette famille sont représentés par les inhibiteurs 

pMM4* (Serrano et al., 1993), p15m4B (Hannon et Beach, 1994), pl8 m4c 

(Guan et al., 1994; Hirai et al., 1995) et p l p 4 D  (HVai et al, 1995; Chan et al., 

1995). 

Malgré leur fonction commune, l'absence de redondance entre les 

membres pourrait s'expliquer par leur réponse à des signaux antiprolifératifs 

distincts. Jusqu'a présent, l'expression de pl6 'NK4A a été associée à la 

sénescence; les niveaux d'expression de cet inhibiteur augmentent 

dramatiquement a mesure que les fibroblastes et cellules épithéliales prennent 

de l'âge (Alcorta et al., 19%; Hara et al., 19%; Reznikoff et al., 1996; Serrano 

et al., 1996). On a aussi suggere un rôle de 6'NK4A dans le maintien de 

l'intégrité du génome (Sherr, 1996). Récemment, un rôle dans l'inhibition de 



la prolifération par les contacts cellulecellule lui a égaiement éte attribué 

(Wieser et al., 1999). 

Le TGFB est le seul inducteur connu de pl5 MK4B (Hanrion et Beach, 

1994; Reynisdottk et Massague, 1997; Sandhu et al., 1997). Quant aux autres 

membres, un traitement des cellules Daudi avec l'interféron a modifie le patron 

d'expression de pl 8MK4C (Sangfelt et al., 1997), tandis que l'interleukine-6 

induit l'expression des inhibiteurs pl8 m4c et p19m4D dans les cellules 

hématopoïétiques, ce qui corrèle avec l'arrêt en G1 et une différenciation 

terminale (Morse et al., 1 997). 

2.2.2.2. La famille Cip/Kip 

Cette deuxième famille d'inhibiteurs a un plus large spectre d'action. 

Leur aptitude à bloquer l'activité des complexes cycline D-cdk4/6 et cycline E- 

cdk2 en font des inhibiteurs généraux regroupés sous le terne de acdk 

inhibitory protein)) ou encore «kinase inhibitory protein)) (Cip/Kip). 

Un membre de la famille à avoir été identifié est une protéine de 21 kDa 

subséquemment nommée p21 (Cipl, Wafl, Sdi l, et Cap20 étant les autres 

surnoms donnés a cette même protéine) (Sherr et Roberts, 1995). Son 

expression est induite dans les fibroblastes durant la transition GOG1 (Li et al., 

1994). Effectivement, on croit que p2l agimit comme facteur d'assemblage 



pour les complexes cycline-cdk lorsqu'une seule molécule est liée au 

complexe, tandis que la liaison de plusieurs inhibiteurs médierait I'inactivation 

du complexe et ainsi I ' d t  en phase G1 du cycle cellulaire (Zhmg et d ,  

1994b; Sherr, 1994). L'expression de cet inhibiteur peut être contrôlée par le 

suppresseur de tumeur et facteur de transcription p53 (Eldeiry et al., 1993), ce 

dernier étant requis pour l ' d t  en phase G1 du cycle cellulaire en réponse aux 

dommages a I'ADN occasiomés par les radiations ionisantes, une étape 

nécessaire pour la réparation de l'ADN ( Kastan et al., 1991; Kuerbitz et al., 

1992). Il apparaît d'ailleurs que c'est via p21 que p53 assure sa fonction 

d'inhibition de la prolifhtion suite a des dommages au niveau de I'ADN 

(Deng et al, 1995). p21 a également été isolé en tant que protéine qui 

s'accumulait dans des fibroblastes approchant la senescence suggérant un rôle 

pour cet inhibiteur dans la perte de la capacité proliférative des cellules agées 

(Noda et al., 1994). Finalement, une augmentation de l'expression de p2 1 a été 

observée dans des lignées cellulaires hématopoïétiques entamant un processus 

de différenciation (Jiang et al., 1994; Steinman et al., 1994). 

p27 (Kipl) est un second inhibiteur de cette famille qui a été isolé a 

partir de lysats cellulaires bouillis (Polyak et al., 1994a). Contrairement d p2 1, 

l'expression de p27 est élevée dans les cellules quiescentes et décline durant la 

transition GO-S (Firpo et al., 1994; Kato et al., 1994; Nome et al., 1994; 

Slingerland et al., 1994). p27 jouerait justement un rôle dans le maintien de 



l'état de quiescence (Rivard et ui., 19%; Ladha et ai., 1998). De plus, il y 

aurait rw relation entre l'inhibition de la prolifhtion par contacts cellule- 

cellule et l'expression de cet inhibiteur (Polyak et cil., 1994; Levenberg et ai., 

1999). Outre cela, p27 participe il l'inhibition de prolifération cellulaire causée 

par le TGFP (Polyak et al., 1994; Reynisâottir et al., 1995) et des analogues ou 

inducteurs de 1'AMPc en augmentant, dans ce dernier cas, la synthèse et en 

diminuant le taux de dégradation de cet inhibiteur (Kato et al., 1 994). 

Finalement, p57 (Kip2) constitue le dernier représentant de cette famille 

d' inhibiteurs. Contrairement aux protéines ubiquistes p2 1 et p27, l'expression 

de p57 se limite à quelques tissus (notamment le placenta, l'intestin, le muscle 

squelettique, le c m ,  les reins, les poumons, le pancréas et le cerveau) 

suggérant un rôle spécialisé de cet inhibiteur dans le contrôle du cycle cellulaire 

(Lee et al., 1995; Matsuoka et al., 1995; Sherr et Roberts, 1995). 

2.2.3. Influence des p42/p44 W K s  au cmur du cycle cellulaire 

Au cours de la section précédente, j'ai & s u d  les données demontrant 

l'importance de la voie p421p44 MAPKs dans la prolifération cellulaire et, plus 

précisément, dans la transition Gl-S du cycle cellulaire puisqu'elle constitue 

l'étape limitante de la progression du cycle. Une question survient donc a 

savoir quelle est la conséquence de l'activation des p42lp44 MAPKs sur les 



protéines qui régularisent la phase G1 du cycle cellulaire? Comme l'expression 

de la cycline Dl est d6pendante de la présence de facteurs de croissance et que 

l'activation des p42/p44 MAPKs constitue le powoir prolifératif des agents 

mitogènes, il s'avère logique de penser qu'il existe un lien &oit entre eux. 

Dans des trophoblastes humains (JEG3), l'activité du promoteur de la 

cycline Dl est stimulée par la surexpression de la p42 MAPK tandis qu'un 

mutant dominant négatif de cet isofome réprime cet effet (Aibanese et al., 

1995). L'expression d'un mutant dominantnégatif de la MEK1, de p44 

MAPK ou la simple expression de MKP- I bloque l'activité du promoteur de la 

cycline D1 ainsi que l'expression de la protéine dans les fibroblastes (CCL39) 

en phase exponentielle ou stimulés par du sérum 10% , tandis qu'un mutant 

constitutif actif de la MEK 1 a l'effet inverse (Lavoie et al., 19%). L'activation 

d'un mutant constitutif actif de la MEKl (MEKI-ER) sous le contrôle du 4- 

hydroxytamoxifen, analogue de l'estradiol, dans des cellules NIH-3T3 résulte 

en l'induction de l'expression de la cycline Dl (Greulich et Erikson, 1998). 

Tous ces résultats suggèrent un rôle des p4Up44 MAPKs dans le conirôle de 

l'expression de la cyclhe Dl et ainsi, établissent un lien ciirect entre 

l'activation des p4Zp44 MAPKs et la progression du cycle cellulaire. 

De plus, on a déjà établi une corrélation entre ces p42/p44 MAPKs et la 

dégradation de l'inhibiteur ~ 2 7 ~ ~ '  qui survient lors de la transition GO-S. Dans 

les cellules NIH-3T3 exprimant MEK-ER, l'ajout de 4hydroxytamoxifen suffit 



a provoquer une baisse de l'expression de p27w' (Greulich et Erücson, 1998). 

De plus, nous avons récernmetit demontré que la stimulation de la cascade des 

p421p44 MAPKs était nécessaire et suffisante à la diminution d'expression de 

p27Kw en réponse aux facteurs de croissance et ce, dans les fibroblastes et les 

cellules épithéliales intestinales (Rivard et al., 1999). In vitro, les p42/p44 

MAPKs sont capables de phosphoryler p27 empêchant ce dernier de lier et 

d'inhiber l'activité cdk2 (Kawada et al., 1997; Alessandrini et al., 1997; 

Kerkhoff et Rapp, 1998). Malgré ces résultats, on demeure toutefois en faveur 

d'un rôle du complexe enzymatique cycline E-cdk2 dans la phosphorylation de 

~ 2 7 ~ ~ '  qui est alors dirigé, après ubiquitination, vers le protéasorne pour y être 

dégradé ( S h d  et al., 1 997; Vlach et al., 1997; Nguyen et al., 1999). 

3. MÉCANISMES MOL~ULAIRES DE RÉGULATION DE 

L' APOPTOSE 

La mort cellulaire programmée a initialement 6té décrite comme dtant la 

mort cellulaire qui survenait en des endroits prédictifs et en des temps 

prédictifs au cours du développement pour ainsi mettre l'emphase sur le fait 

que la mort était programmée dans le plan de développement de l'organisme 

(Lockshin et Williams, 1964). Aujourd'hui, quelques formes de mort cellulaire 



programmée ont été décrite dont la forme prédominante est l'apoptose. Celle- 

ci a été désignée comme un processus physiologique qui swient lorsqu'une 

cellule, à I'inténeur d'un organisme, meurt par un mécanisme otchestrk par des 

protéines codées par son propre génome (Vaux et Strasser, 19%). Le but de ce 

processus est d'&miner les cellules non voulues et est mis en application dans 

trois situations particulières : 1- dans le développement et l'homéostasie, 2- en 

tant que mécanisme de défense et 3- dans le vieillissement des cellules (Vaux et 

Strasser, 19%). L'apoptose se distingue donc d'un autre processus de mort 

cellulaire, la nécrose. Cette dernière met en évidence un processus 

pathologique qui se manifeste lorsque les cellules sont exposées a de sérieuses 

insultes physiques ou chimiques et s'achève avec le relâchement du contenu 

cytoplasmique presqu'intact provoquant ainsi une inflammation. Par 

opposition, au cours de l'apoptose, la lyse douce (relâchement du contenu 

cytoplasmique réduit à sa plus simple expression) n'entraûie aucune réponse 

inflammatoire. La figure 5 schématise les signes morphologiques distinctifs 

des deux types de mort cellulaire. 

On peut identifier une cellule apoptotique de part ses caractéristiques 

morphologiques et biochimiques. Contraction cellulaire, condensation 

cytoplasmique, ségrégation et condensation de la chromatine, déformation de la 

membrane cellulaire, libération de corpuscules apoptotiques ainsi que la 

fragmentation intemucléosomique de l'ADN sont tous des marques indiquant 



Figure 5. Apoptose venus nécrose 
Tiré et modifié de Boehringer Mannheim, Apoptosis and ce11 proliferation, 

1998 





saas contredit le cheminement d'une cellule vers la mort cellulaire programmée 

(Loo et RiHema, 1998). Le processus apaptotique peut être décompoSe en trois 

étapes : 1- une étape d'initiation qui peut être induite par de nombreux signaux 

létaux exogènes (carence en substances essentielles H la prolifération 

cellulaire), endoghes (Iésions génomiques de l'ADN) ou mixtes (dans le cas 

des infections virales), 2- une étape d'exécution où les systèmes antagonistes 

d'activation ou d'inhibition des voies apoptotiques (tel celui gouverné par les 

membres anti- et preapoptotiques de la famille des homologues Bcl-2) vont 

juger si les signaux létaux de l'étape d'initiation sont suffisants pour diriger les 

cellules vers un programme apoptotigue, 3- si tel est le cas, ces signaux vont 

converger vers l'activation d'enzymes protkolytiques, les caspases, qui vont se 

charger des clivages protbiques et de l'induction de l'apoptose nucléaire 

résultant en une étape de dégradation menant à la mort cellulaire programmée 

qui présente les caractéristiques morphologiques et biochimiques décrites un 

peu plus tôt au cours de cette introduction. 

Jusqu'à présent, deux classes de protéines ont étd clairement décrites 

pour leur implication dans le processus de mort cellulaire programmée : les 

homologues Bcl-2 et les caspases. 



3.1. La famille des homologues Bcl-2 

Les protéines de la famille des homologues Bcl-2 (fig. 6) constituent des 

régulateurs centraux de la réponse apoptotique, cependant quelques signaux 

apoptotiques tels que ceux méùiés par les cytokines de la famille du TNF 

peuvent contourner cette voie de réguiation (Adams et Cory, 1998). 

Composées de membres anti- @cl-2, Bcl-XL , Mcl-1, Bcl-w, Al) et pro- 

apoptotiques (Bax, Bak, Bad, Bikl, Bcl-Xs , Bid), ces protéines, à l'exception 

de Bad et Bid, de part leur séquence d'acides aminés hydrophobes en leur 

extrémité C-terminale, peuvent être dirigées pst-traductionnellement vers les 

membranes mitochondriale, du réticulum endoplasmique et du noyau pour y 

être ancrées (Rao et White, 1997; Reed, 1998). 

La dimérisation entre membres de la famille des homologues Bcl-2 est 

un mécanisme substantiel par lequel leur activité anti- et pro-apoptotique est 

contrôlée. La comparaison des séquences des homologues Bcl-2 a permis 

d'identifier quatre domaines conse~ves entre eux que l'on a par la suite désigné 

comme domaine d'homologie a Bcl-2 (BH) ; BHI, BH2, BH3, et BH4. La 

structure tertiaire adoptée par la présence des domaines BHly BH2 et BH3 

formerait une poche hydrophobe à laquelle un domaine BH3 d'un second 

homologue Bcl-2 peut se lier (Adams et Cory, 1998). Suite à des &tudes de 

mutagénèse, ce domaine BH3 s'est avéré être crucial pour la dimérisation 



Figure 6. Les membres aati- et pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 
Traduit de Reed, 1 998 
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entre homologues Bcl-2 et l'induction de l'apoptose (Kelekar et Thompson, 

1998). Quant au domaine BH4, il serait requis pour l'interaction protéine- 

protéine entre un homologue Bcl-2 (Bcl-2 et &LXL) et une seconde prottine 

n'appartenant pas a cette famille telle que lWl, R-Ras (une GTPafe de 23kDa 

ayant 50% d'homologie avec p21Ras) et ANI (Re& 1998). Cependant, on 

lui a récemment attribué un second rôle dans l'hétérodiménsation de Bcl-2 

avec Bax qui serait essentiel pour la promotion de la fonction anti-apoptotique 

de Bcl-2 (Hirotani et al., 1999). 

Ainsi, les membres anti-et pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 sont 

aptes à former des homodimeres et/ou des hktérodimères entre eux avec 

différentes affinités (Farrow et Brown, 1996). Cette fonction permet de titrer 

chacun des membres et par conséquent, le ratio entre membres anti- et pro- 

apoptotiques devient décisif dans la réponse de la cellule aux signaux perçus. 

Ce ratio peut-être régulé par 1- leur niveau d'expression protéique et 2- par 

épissage alternatif de 1'ARNm ou de la protéine. Citons ici l'exemple de Bcl- 

XL , un membre anti-apoptotique de la fiunille des homologues Bcl-2, dont 

1'ARNm ou même la protéine peuvent être clivés pour laisser place à %cl-Xs , 

un membre pro-apoptotique. 

Il existe d'autres modes de régulation de la fonction des homologues 

Bcl-2. Malgré que la phosphorylation de Bcl-2 ait d6jà été associde à sa perte 



de fonction (Chen et Falla, 1996; Haldar et al., 1995), une protéine Bcl-2 

phosphorylée confère une résistance contre l'induction de I'apoptose dans 

plusieurs systèmes @immeler et al., 1999; Horiuchi et al., 1997; Ruvolo et al., 

1999). A l'opposé, la phosphorylation de Bad inhibe sa fonction pro- 

apoptotique (Blume-Jensen et al., 1998; Datta et al., 1997; del Peso et al., 

1997; Scheid et Duronio, 1998; Zha et al., 19%). Dans le cas du pro- 

apoptotique Bi4 son clivage pst-traductionnel lui permettrait de transloquer à 

la membrane rnitochondriale et de se dixnériset avec d'autres membres de la 

famille Bcl-2 (Li et al., 1998; Luo et al., 1998). 

Pour prouver le rôle incontestable de ces protéines dans le contrôle de la 

mort cellulaire progmmmée soulignons le fait que la surexpression de Bcl-2 

prolonge la survie cellulaire suite a des stimuli apoptotiques tels que la 

privation des cellules hematopoïetiques en lymphokines, le traitement des 

thymocytes aux glucocorticoïdes et la privation en NGF des neurones 

sympathiques fœtaux, alors que la suppression de l'expression de Bcl-2 induit 

ou accélère l'apoptose (Reed, 1994). A l'opposé, la surexpression de Bax, un 

membre pro-apoptotique de la famille des homologues BcM, a pour effet 

d'accélérer la mort cellulaire en réponse ib certains stimuli apoptotiques tels que 

la privation en facteurs de croissance, l'irradiation ou le traitement aux 

glucocorticoïdes chez les thymocytes (Brady et al., 1 9%a; Oltvai et al., 1 993). 



En plus des membres anti-apoptotiques des homologues Bcl-2, une autre 

protéine pourrait jouer un rôle anti-apoptotique. Il s'agit de Bag-1, tout 

d'abord identifiée comme une prothe liant Bcl-2, qui pourrait médier son 

action via sa liaison A Raf-1 qui &ulte en saa dvaîion (Wang et al., 1996). 

Une récente étude semble vouloir demontrer que Bcl-2, via son domaine BH4, 

lie Raf-1 pour diriger cette derniére vers la membrane mitochondriale. Par la 

suite, Bag-1 pourrait favoriser l'activation de cette s&ine/thréonine kinase qui 

phosphorylerait Bad, un pro-apoptotique, pour l'inactiver et ainsi protéger la 

cellule contre l'apoptose (Wang et Reed, 1998). 

3.2. Les caspases 

Les caspases constituent la machinerie protBolytique de l'apoptose. 

Composée d'au moins 13 membres, cette famille a la particularité de cliver 

leurs substrats après un acide aspartique (Margolin et al., 1997; Wilson et a[., 

1994). Les différentes caspases sont regroupées en trois sous-familles selon 

leur spécificité de reconnaissance de substrat : la famille de la CASP-1 qui 

reconnaît la séquence (WL)EZID, la famille de la CASP-3 reconnaissant la 

séquence DEXD et la famille de la CASP-8 reconnaissant la séquence 

(TVL)EXD et où X est n'importe quel acides aminés (Salvesen et Dixit, 1997). 

Jusqu'à présent, les substrats des caspases peuvent être regroupés en trois 



catégories : les caspgses, les proteines qui doivent être inactivks pour 

promouvoir l'apoptose et celles qui sont activées suite A leur clivage (Kidd, 

1998; Salvesen et Dixiî, 1997). 

Les caspases sont d'abord ~pthetisées en tant que pr-mes qui sont 

d'abord clivées pow former un h6témdimère puis l'association de deux 

hétérodiméres donne lieu ii une enzyme hdtdrotétramérique active (Thomberry 

et Lazebnik, 1998). La figure 7 nous permet de visualiser la protéolyse qui 

sunient et qui pennet l'activation des caspase-1 (A) et -3 (B). Entre autres, 

ces dernieres ont déjà été identifiées comme substrats de la caspase-6 (Orth et 

al., 1996). 

La poly(ADP)-ribose polymdrase, la composante de 70kDa de la 

ribonucléoprotéine-U 1 (U 1 -70K)' la sous-unité catalytique de la protéine 

kinase dépendante de 1' ADN (DN A-PK), 1' inhibiteur de dissociation du GDP 

pour la famille de GTPases Rho (DeGDI), pRb, la fodrine, l'actine et les 

lamines sont tous des substrats des caspases qui sont inactivés suite ii leur 

clivage (Kidd, 1998). Comme on peut le constater, l'inactivation de la fonction 

de ces protéines impliquées dans la réparation de l'ADN, dans I'épissage de 

l'ARNm, dans les evénements cytosquelettiques, dans la progression du cycle 

cellulaire et dans le maintien de la fome et de l'intégrité cellulaire conduit 

inévitablement les cellules vers la mort cellulaire programmée. 



Figure 7. Activation des caspasel et caspase-3 par clivage 
Tiré et modifié de Orth et al., 1996 

À noter que 1 'enzyme active est un héterotétramère et non un héterdimère 
comme indiqué à la figure 
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Finalement, il existe aussi des protéines dont le clivage par les caspases 

active leur activité intrinsèque et favorise ainsi I'apoptose. Citons dans ce 

dernier cas, la PKCG, la PKCB, la MEKKl et I'ICAD (Inhibitor of caspase- 

activated deoxyribonuclease) (Kidd, 1998). Ce clivage de I'ICAD par les 

caspases est important puisqu'il permet de genérer une CAD (caspase-activated 

deoxyribonuclease) active responsable de la fragmentation inteniucl~osomale 

de l'ADN (Porter, 1999; Thomberry et Lazebnik, 1998). 

Récemment, lors d'une conférence spéciale présentée par 1'Arnerica.n 

Association for Cancer Research (AACR), les fonctions des caspases ont été 

regroupées en trois catégories (Faivre, 1998). Les enzymes du groupe 1 

(caspases 1, 4 et 5)  ont une affinité pour les structures protéiques hydrophobes 

et jouent un rôle dans la maturation des cytokines. Le deuxième groupe 

composé des caspases 2, 3 et 7 constitue les principaux effecteurs de 

l'apoptose, tandis que les enzymes du troisième groupe (caspases 6, 8, 9 et 10) 

reconnaissent une séquence correspondant aux sites d'activation des 

proenzymes effectrices du groupe 2 ce qui leur amibue probablement un rôle 

d'amplification en amont de la cascade protéolytique létale. 

Pour clarifier quelque peu la fonction des caspases, mentionnons la 

notion de caspases initiatrices (caspases 6, 8, 9 et 10) et caspases effectrices 

(caspases 2, 3 et 7). La pensée générale veut que différentes caspases 



initiatrices medient des signaux distincts. Celles-ci seraient activées par la 

présence de cofacteurs neceSsaires à leur dvation.  Par exemple, la pro- 

caspase-8, associée il l'epoptose induite par les cytokines de la famille du TNF, 

serait activée suite à sa liaison avec le cefacteur FADD (Fas-associated protein 

with death doaiain) grâce au domaine DED (death effector domain). Quant à la 

pro-caspase-9 surtout irnpliqude dans la mort induite par les agents 

cytotoxiques, son activation nécessiterait la présence du cofacteur APAF- 1 qui 

lierait la pro-caspase-9 via leur domaine CARD (caspase ~emitment domain) 

ainsi que les cofacteurs cytochrome C et le dATP (deoxyadenosine 

triphosphate) (Thomberry et Lazebnik, 1998). On croit que les cofacteurs 

serviraient à rapprocher plusieurs pro-caspases et ainsi permettre leur 

autoactivation protéolytique intermoléculaire. L'activation de la pro-caspase-9 

sera discutée un peu plus en détail au cours de cette introduction. 

Une fois les caspases initiatrices activées, celles-ci convergeront le 

signal vers l'activation de caspases effectrices communes. Ce modèle explique 

donc pourquoi des signaux apoptotiques distincts induisent des changements 

biochimiques et morphologiques similaires (Thombey et Lazebnik, 1998). 



3.3. La mitochondrie : le lien entre les homologues Bcl-2 et les caspases? 

Depuis 1994, on soupçonne la mitochondrie de jouer un rôle important 

dans le processus d'apoptose (Zamzami et ai., 1994). En effet, tôt dans la mort 

cellulaire programmée, il y a rupture du potentiel trans-membranaire (ou 

transition de perméabilité) établi entre les membranes rnitochondrïales interne 

et externe. Cette transition de permeabilité a pour effet de permettre la 

libération de protéines intermembranaires tels que les proaspases -3 et -9, le 

facteur AIF (pour Apoptosis Inducing Factor) et le cytochrome C vers le 

cytoplasme en passant à travers la membrane externe Ma la formation d'un 

mégacanal protéique, le qermeability transition pore (PT))) ( Faivre, 1998; 

Green et Reed, 1998). 

En effet, il a été démontré que des pro-caspases -3 &aient localisées 

dans l'espace intermembranaire des mitochondries et étaient libérées dans le 

cytoplasme suite à un stimulus apoptotique (Mancini et al., 1998). Le 

phénomène semble se répéter avec la pro-caspase -9 toutefois, il reste à savoir 

où (dans l'espace intermembranaire de la mitochondrie ou dam le cytoplasme) 

et comment ces pro-caspases sont activées (Green et Reed, 1998). 

L'AIF (Apoptosis lnducing Factor) est une protéine de 57 kDa localisée 

dans l'espace intermembranaire de la mitochondrie et qui aurait des 

homologies avec les oxydoréductases bactériennes. Des stimuli apoptotiques 



causant l'ouverture du PT permettrait la libération de ce facteur qui 

tramloquerait au aoyau et entraînerait une condensation de la chromatine et une 

dégradation de l'ADN. De plus, la microinjection d'AE dans le cytoplasme de 

cellules vivantes provoquerait, en plus de ces effets nucléaires, uw ouverture 

du PT mitochondriale et pemiettrait la Libération de la caspase-9 et du 

cytochrome C (Susin et al., 1999). Ces résultats suggèrent que l'NF pourrait 

amplifier la cascade cytochrome C - caspase-9 - caspase-3 décrite ci-dessous 

(Porter, 1999). 

La libération du cytochrome C dans le cytoplasme est une &tape 

importante pour la transmission et l'amplification de plusieurs signaux 

apoptotiques (Liu et al., 19%; Porter, 1999). Le cytochrome C et le dATP sont 

des cofacteurs essentiels d9APAF-1 (Apoptotic Rotease-Activating Factor-1), 

une protéine cytoplasmique (absente des h t i o n s  membmaires des cellules 

vivantes et apoptotiques) de 130kDa possédant en son extrémité C-terminale 

une région de 12 rdpétitions de 40 séquences WD nommée domaine CARD 

(Caspase recruitment domain) (Zou et al., 1997; Zou et al., 1999). Un modèle 

propose par Zou et al. (1999) suggère que le dATP est necessaire pour 

l'hydrolyse d'APAF-1 qui subit alors des changements de conformation et ou 

le cytochrome C 1- permet de stabiliser cette nouvelle conformation d'APAF-1 

et 2- permet la multimérisation d'au moins huit sous-unités d9APAF-1. Ce 

complexe (apoptosome) permet le recrutement de huit pro-caspase-9 via le 



domaine CARD d'APAF-1 qui lie le domaine CARD de la pr~)-caspase-9. Les 

pro-caspase-9 seront dors activées par protéolyse et cette activation est 

nécessaire et suffisante pour l'activaîion subséquente de la pro-caspase-3 in 

vitro (Green et Reed, 1998; Li et al., 1997; Zou et al., 1997). Pour prouver 

l'importance du cytochrorne C dans la réponse apoptotique, mentio~ons que 

son imunodéplétion d'extraits cellulaires bloque l'activation de la caspase-3 

et la hgmentation de l'ADN (Liu et d., 1996; Yang et al., 1997). 

Finalement, il s'est avéré que Bcl-2 et Bcl-XL, deux membres anti- 

apoptotiques de la famille des homologues Bcl-2, de par leur localisation au 

niveau de la membrane mitochondriale, pouvaient bloquer la relâche du 

cytochrorne C de la mitochondrie et l'activation de la caspase-3 prdvenant ainsi 

I'apoptose (Kharbanda et al., 1997; Kluck et al., 1997; Yang et al., 1997). Bcl- 

2 a également été demontré pour bloquer l'activation de la caspase-3 et la 

nagrnentation de l'ADN entraînées par la libération de l'A?F de la 

mitochondrie (Susin et al., 1996). En plus de la régulation du PT, il existe un 

second mécanisme par lequel les homologues Bcl-2 pourraient bloquer 

l'activation de la pro~caspases-9. En effet, un complexe tertiaire composé de 

Bcl-XL , Apaf-1 et de la pro-caspase-9 a déjà été observé sugg6rant que cet 

homologue pouvait Uihiber l'activation de la prwaspase-9 dépendante 

d' APAF- 1 (Hu et al., 199%). Quant aux membres pro-apoptotiques tel que Bax 

et Bid, en s'héthâimérisant avec Bcl-XL , empêcheraient la liaison de ce 



&nier à APAF-1 et ainsi, suite 4 la libération du cytochrome C, permettrait la 

formation d'un complexe cytochrome C - APAF-1 - caspase-9 menant 

subséquemment à l'activation de la caspase-3 et B l'induction de l'apoptose 

(Pan et al., 1 998; Porter, 1999). 

3.4. Signaux de transduction anti- et pro-apoptotiques 

Dans la section pr&cedente, les proteines effectrices de I'apoptose ont 

été décrites, mais quelles sont les voies de signalisation suffisantes et 

nécessaires pour diriger les cellules vers un programme apoptotique et quelles 

sont les voies de transduction promouvant un signal de survie? 

Malgré que le mécanismes d'action ne soit pas clairement défini, de 

récentes évidences supportent un rôle du TGFB non seulement dans la 

régulation de la prolifération mais également dans l'apoptose. En effet, le 

TGFB induit l'apoptose dans plusieurs types de cellules incluant les 

hépatocytes et plusieurs hépatomes (Fan et al., 1996; Fukuda et al., 1993; 

Hsing et al., 1996; Lin et Chou, 1995; Oberhammer et al., 1992; Sanchez et 

a/. ,1996). De plus, la surexpression de Smad4, une proleine irnpliqutk dans la 

signalisation du TGFP, entraîne l'apoptose des cellules MDCK (Atfi et al., 

1997). Cependant, les m&anismes par lesquels le TGFB exerce son action pro- 

apoptotique est peu connu. Dans certains cas, on observe une diminution de 



l'expression de la protéine anti-apoptique Bcl-2 (Lafon et al., 19%; 

Selvakumaran et al., 1994) suite au traitement de cellules avec le TGFP. De 

plus, certaines caspases pourraient être activées en réponse au TGFB (Chen et 

Chang, 1997; Choi et al., 1998). Finalement, on ne peut exclure le rôle du 

facteur de aan~cription E2F-1 daas l'apoptose induite par le TGF$ puisque 

l'inhibition de pRb semble régulariser positivement l'apoptose induite par cette 

cytokine (Choi et al., 1999; Fan et al., 1996). 

Certaines cytokines de la superfamille du TNF (Tumor Necrosis Factor) 

comprenant entre autres le Ma, FasL, CD40 et le TRAIL (TNF-Related 

Apoptosis-Inducing Ligand), ont été associées à la mort cellulaire programmée 

(Nagata, 1997). L'originalité des récepteurs liant ces cytokines, plus 

particulièrement le récepteur 1 du TNF (TNFRI) et le Fas, repose sur 1- une 

région extracellulaire composée de 2 à 6 répétitions de domaines riches en 

cystéines et 2- une région cytoplasmique ayant peu de similarité mais ayant 

tout de même un domaine homologue qui laissait au départ présager un rôle 

essentiel de ce domaine dans la transmission du signal apoptotique (Nagata, 

1997). Ce domaine a par la suite été identifie comme le adeath domain)). Suite 

à une stimulation par le RJF ou le FasL, les &eptews TNFRI ou Fas vont 

s'oligomériser pour former un trimère (Banner et ai., 1994; Gruss et Dower, 

1995; Smith et al., 1994) permettant le recrutement d'adapteurs intracellulaires 

via leur «death domab.  L'activation du TNFRI va ahsi permettre le 



recrutement du TRADD (RiJFRI-Associated Death Domain protein) tandis que 

l'activation du Fas va recruter le FADD (Fas-Associated protein with Death 

Domain) aussi sum01nm6 MORT1 (Hsu et ai, 1995; Kischkel et ai., 1995). 

C'est grâce à leur propre «death domain,) que ces adapteurs vont pouvoir se lier 

au adeath domaim des récepteurs actifk. L'association de FADD a TRADD 

constitue une voie commune de transduction du si@ partagé par le TNT! et le 

FasL (Hsu et al., 19%b). La transmission du signal apoptotique pourra alors se 

faire Ma l'interaction de la caspase-8 qui mènera à l'activation d'une cascade 

de caspases (Ashkenazi et Dixit, 1998; Boldin et al., 19%). Une autre voie 

apoptotique utilisée par le TNFRI est le recrutement de RIP (Receptor 

Interacting Rotein), une sérine/thréonine kinase, par le TRADD (Hsu et al., 

1996a). RiP serait relié au processus apoptotique de par sa fonction de lier 

RAIDD (RIP-Associated Ich- 1 Ked-3 homologous protein with a Death 

Domain) ce dernier étant utile dans le recrutement de la caspase-2 (Duan et 

Dixit, 1997). 

Les signaux intracellulaires rnédiés par les récepteurs du TNF incluent 

également l'activation du NFKappaB (Nuclear Factor Kappa B), un facteur de 

transcription ubiquiste régularisé par un inhibiteur cytoplasmique, la protéine 

IKappaB. L'activation du NFKappaB est médiée par les protéines de la famille 

TRAF (TNF Receptor-Associated Factor). Entre autres, TRAF2 lie 

indirectement TNFRI via TRADD et RIP (Nagata, 1997). Il y a alors 



recrutement et activation de NM. (NFKappa B Kinase) @iDonato et aI., 1997; 

Mercurio et al., 1997). L'activation subséquente de MK (Inhibiteur de Kappa 

B Kinase) permettrait la phosphorylation de IkappaE3 qui serait dirigé vers le 

proteasome pour y être dégradt!. Dès lors, NFKappa B n'est plus retenu dans le 

cytoplasme et peut transloquer dans le noyau pour activer la transcription de 

gènes impliqués dans la survie cellulaire. En effet, un defaut dans la cascade 

d'activation du NFbppa B résulte en une réponse apoptotique plus prononcée 

suite a une stimulation des cellules avec le TNF suggérant qu'une des cibles du 

NFKappaB code pour un facteur de survie (Beg et Baltimore, 1996; Liu et al., 

1996; Van Antwerp et al., 1996; Wang et al., 1996). Ces résultats sont en 

accord avec le fait que la signalisation du FasL, qui n'active p NFKappaB, 

médie un signal apoptotique plus puissant que le TNF (Nagata, 1997). Comme 

on peut le constater, la particularité de la signalisation des cytokines de la 

superfamille du TNF menant à I'apoptose est indépendante d'une regulation 

par les membres de la famille des homologues Bcl-2 (Adams et Cory, 1998). 

La signalisation par ces cytokines touche directement les caspases, les protéines 

effectrices de l'apoptose. 

Parmi les signaux pro-apoptotiques, les MAPKK3 et MAPKKo, des 

activateurs de la p38 MAPK, la MEKK1, un activateur des voies JNKs et 

p42/p44 MAPKs, la p38 MAPK et les JNKs ont toutes déjà été reliées à 

l'induction de l'apoptose dans certains systèmes cellulaires (Jarpe et al., 1998). 

L'implication de la p38 MAPK et des JM(s a surtout et6 démontrée dans 



l'induction de l'apoptose observée suite à la privation des cellules en sérum 

(Ham et al., 1995; Jarpe et al., 1998; Le-Niculescu et al., 1999; Xia et al., 

1995). De plus, le clivage de MEKKl par les caspases et l'activité JNK ont 

tous deux été associés a I'anoEose, une forme de mort cellulaire programmée 

qui swient lorsque les cellules perdent les contacts qui les unissent à la 

matrice extracellulaire (Cardone et al., 11997; Frisch et al-, 1 996). 

Plusieurs études ont rapporté que la voie P13K (phosphatidylinositol 3- 

kinase)/Akt jouait un rôle crucial dans la survie de différents types cellulaires 

(Jarpe et al., 1998). L'activité PI3K est entre autres requise pour la survie des 

cellules PC 12 (Yao et Cooper, 1995) et des fibroblastes (Kennedy et al., 1997) 

privés de sérum. Dans ces exemples, le signal de survie amené par cette kinase 

repose exclusivement sur Akt/PKB, une sérine-thréonine kinase se trouvant en 

aval de la PI3K. 11 est a noter que d'autres cibles de la PI3K tels que ILK 

(integrin-linked base )  (Delcornmenne et al.,1998) et mTOR (Hosoi et al., 

1999) pourraient médier des signaux de suMe pour les cellules. Un des 

mécanismes par lequel Akt/PKB pourrait médier son signal de survie est via la 

phosphorylation de Bad, un membre pro-apoptotiqw de la famille des 

homologues Bcl-2, qui résulte en l'inactivation de sa fonction (Franke et al., 

1997 a, b). À noter que Raf-1 a également été décrit pour phosphoryler Bad et 

ainsi protéger les cellules de la mort cellulaire programmée (Zha et al., 1996). 

L'activation des p4Up44 MAPKs peut &galement protéger les cellules 

d'un stimulus pro-apoptotique comme par exemple dans les cellules PC12 



privées de sérum (Xia et al., 1995) et dans les cellules L929 traitées au TNFa 

(Gardner et Johnson, 1996). De plus, l'effet protecteur de 1'IGF-I (insulin-like 

growth fwtor 1) et du N-adtylcystéine dans les cellules PC12 et du VEGF 

(vascular endothelid growth factor) dans les cellules endothéliales 

microvasculaires humaines suite à la privation des cellules en sérum implique 

l'activation des p4Up44 MAPKs (Gupta et al., 1999; Pankas et al., 1997; Yan 

et Greene, 1998). Finalement, il semblerait qu'une simple inhibition des 

p42/p44 MAPKs serait suffisante pour entraîner les cellules vers un programme 

apoptotique (Bena et al., 1998). 

Comme on peut le constater, malgré que l'on connaisse des voies de 

signalisation anti-apoptotiques, le ou les mécanismes par lesquels ils agissent 

pour protéger la cellule contre I'induction de I'apoptose demeurent un sujet 

présentement étudié par plusieurs laboratoires. 

3.5 Relation entre prolifération et apoptose 

Récemment, un lien étroit entre prolifération et apoptose a ét6 établi. En 

effet, il semblerait que les cellules prolifératives soit également prêtes a entrer 

en apoptose (Evan et Littlewood, 1998). Ce serait une façon pour la cellule de 

s'assurer que tous les éléments pour sa suMe sont présents et si jamais ce n'est 

pas le cas, la mort par apoptose de la cellule prévient une duplication 

inadéquate de la cellule. Encore une fois, la transition de la phase G1 vers la 



phase S est celle où il y aura décision entre la continuité de la progression du 

cycle cellulaire ou la mort par apoptose de la cellule. 

M m  de démontrer les lieas pouvant exister entre le cycle cellulaire et les 

éléments régulateurs de I'apoptose, mentionnons quelques exemples. II a été 

démontré dans les thymocyîes que la surexpression du p~~~apoptotique Bax 

augmentait le nombre de cellules progressant dans le cycle cellulaire tandis que 

la surexpresion de Bcl-2 avait l'effet inverse (Brady et al., 1-b; Linette, et 

al., 1 996; Mazel et al., 19%; O'Reilly et al., 1996). De plus, il a été observé 

que la surexpression de Bcl-2 retardait l'entrée en phase S suite a la stimulation 

des cellules T a I'interleukin-2 (Brady et al., 1996b; Linette et al., 1996) à 

l'opposé de Bax qui, au contraire, accélèrait l'entrée des cellules en phase S 

(Brady et al., 1996). Cet effet semble corréler avec le niveau d'expression de 

l'inhibiteur du cycle cellulaire p27e' dont la dégradation suite à un stimulus 

mitogénique est retardée dans les cellules surexprimant Bcl-2 et accdlérer dans 

les cellules exprimant Bax (Brady et al., 1996b; Linette et al., 1996). Plus 

récemment, il a 6té demontrd que la diminution d'expression de l'inhibiteur 

p27Kb1 dans les cellules surexprimant Bax permettait une activation de cdk2, 

cette activation étant observée durant l'apoptose des thymocytes (Gil-Gomez et 

al., 1998). Ces mêmes auteurs suggèrent que le rôle de cdk2 dans la mort 

cellulaire des thymocytes est indépendant de son rôle dans la progression du 

cycle cellulaire. En effiet, puisque l'activation de cdk2 ne necessitait pas 

l'association de ses partenaires régulaîrices, les cyclines E et A, ils suggèrent 



que lors de la mort cellulaire des thymocytes, cdk2 pourrait s'associer avec une 

protéine synthétisée de novo et qui permettrait l'activation de cdk2. Cette 

nouvelle sous-unité dgulaeice de cdk2 pourrait altérer la spécificité de substrat 

du nouveau complexe X-cdk2 qui pourrait alors agir sur des cibles promouvant 

la mort cellulaire plutôt que la progression du cycle cellulaire. 

Une autre étude dhontre que l'activation de cdk2 générée par l'absence 

de l'inhibiteur p27Ko' permet aux fibroblastes de progresser dans le cycle 

cellulaire seulement en présence de facteurs de croissance. En effet, en absence 

de facteurs de croissance, l'augmentation de l'activité cdk2 médiée par 

l'absence de p27K*1 mène a l'apoptose des cellules (Hiromwa et al., 1999). 

Cela suggère donc que la cellule proliférative s'assure d'avoir tous les éléments 

nécessaires pour pennetee sa division adéquate et si ce n'est pas le cas, elle 

empruntera le chemin menant à sa mort cellulaire. 

4. OBJECTIFS DU PROJET DE RECHERCHE 

Mes travaux de maîtrise se sont avérés ê e  deux projets distincts. Dans 

un premier temps, en partant de la première hypothèse que la somatostatine et 

le TGFB médient des signaux anti-prolifératifs chez les cellules pancréatiques, 

le premier objectif était de regarder l'effet de ces agents sur la prolifëration de 

deux lignées cellulaires pancréatiques tumorales humaines, les PANC- 1 et les 

MIA PaCa-2. De plus, comme l ' M c  avait été identifie comme un puissant 



agent anti-mitoghique pour la plupart des cellules, entre autres les cellules 

pancréatiques (Lieberman et al., 19%; Ohrnwa et al., 1993), nous avons 

également entrepris des enides concernant son effet sur la prolifération 

cellulaire des PANC-1 et MIA PaCa-2. Pour vdrifier cette hypothèse, nous 

avons voulu identifier par quels mecanismes moléculaires (inhibition de la 

cascade p42/p44 MAPKs et/ou régulation de la progression du cycle cellulaire) 

le TGFB, la somatostatine et 19AMPc agissaient pour rnédier leur action anti- 

mitogénique. 

Notre deuxième hypothèse suggérait que les p4Up44 MAPKs jouaient 

un rôle important dans la survie des cellules pancréatiques tumorales humaines. 

Le deuxième objectif reposait donc sur l'identification du rôle de cette cascade 

dans la prolifération et la survie des cellules pancréatiques tumorales humaines 

en mettant en évidence ses effets sur les prothes régulatrices de la 

prolifération cellulaire (cyclines, cdks, inhibiteurs du cycle cellulaire) et de la 

mort cellulaire programmée (homologues Bcl-2 et caspases). 



CHAPITRE II 

MATERIEL ET M&THODES 

1. Matériel 

Le TGFB a été obtenu de R&D systems (Minneapolis, USA). La 3 ~ -  

méthyl-thymidine provenait de Amersham (Oaknlle, Ontario). L'anticorps 

polyclonal dirigé contre la forme doublement phosphorylée des p4Zp44 

MAPKs ainsi que l'inhibiteur PD98059 ont été achetés chez New England 

Biolabs inc. (Mississauga, Ontario). Les anticorps polyclonaux dirigés contre 

p130, la cycline Dl, la cycline E, cdk.2, cdc25A, p27m', p21Cip' , p15m4B , 

ainsi que les anti-Mcl-1 (Ab K-20), et Bad (Ab R-20) provenaient de chez 

Santa Cruz (Santa Cruz, CA). Calbiochem (Mississauga, Ontario) était le 

fournisseur de l'inhibiteur SB203580, de l'anti-Bcl-XL (Ab PC67) ainsi que des 

inhibiteurs de la famille CASP-1, z-VAD-fi& et de la famille CASP-3, z- 

DEVD-frnk. Les anticorps polyclonaux dirigés contre Bcl-2 (Ab 1701) 

(Krajewski et al., 1994a), Bax (Ab 171 2) (Krajewski et al., 1994b), Bak (Ab 

1764) (Krajewski et al., 1994b) ainsi que I'anticorps monoclonaux dirigé 

contre Bag-1 (mAb K56C8) (Takayama et al., 1995; Wang et al., 1996) 

proviennent du laboratoire de J.C. Reed (La Jolla Cancer Research Foudation, 

Californie). L'anticorps monoclonal reconnaissant le hgment non-clive de 

1 l3kDa et le firagment clive de 89kDa de PARP était un don de G.G. Poirier 



(Université Laval, Québec, Canada). L'anticorps monoclonal anti-pRb et les 

substrats de la famille CASP-1, Ac-WAD-AMC, et de la f ~ l l e  CASP-3, Ac- 

DEVD-AMC, ont été obtenus de Phanningen (Mississauga, ûntario). 

L'anticorps ayant servi à immunoprécipiter la p38 MAPK est un don de J. 

Pouysségur (Universite de Nice, France). Tous les autres produits ont été 

obtenus de Sigma a moins de mention contraire. 

2. Culture cellufaire 

Les lignées pancréatiques tumorales humaines MIA PaCa-2 et PANC-1 

(American Type Culture Collection) ont été cultivées à 37OC sous une 

atmosphère humide (5% CQ , 95% air) dans du milieu DMEM (Dulbecco's 

modified Eagle's medium provenant de Gibco/BRL, Burlington, Oatario) 

contenant 10% de sénun de bovin f a 1  (FBS), 2mM de glutamine et un 

mélange d'antibiotiques @énicilline 1 00 unitéshl et streptomycine 1 00 

pghl). Les cellules ont été privées en sérum dans du milieu DMEM avant le 

début des stimulations ou des traitements à moins de spécifications contraires 

mentionnées dans les protocoles concernds. Deux rinqages au PBS et un 

rinçage au milieu DMEM sans sérum précèàent la privation en sérum. Pour les 

stimulations de moins de 2h, une pré-incubation de 30 minutes avec les 

substances a l'étude (Forskoline + IBMX (isobutyl-méthyl-xanthine), TGFB, 

PD98059, SB203580) a précédé les stimulations au sérum. Dans le cas des 



traitements a long terme, les substances B l'étude et le sérum ont été ajoutés 

simultanément- 

3. Mesure de la prolifefaton cellulaire 

3.1 . Croissance clonale 

Les cellules ont été ensemencées à faible confluence. Le lendemain, 

celles-ci ont dté privées en sérurn et les substances B I'étude ont éte ajoutées. 

Au terme de cinq jours, les colonies fomees ont &é colorées à l'aide du bleu 

de Giemmsa concentré (Rivard et al., 1996). 

3.2. Mesure de la réinitiation de la synthèse d'ADN 

Les cellules ont été ensemencées dans une plaque de 24 puits puis, le 

lendemain de l'ensemencement, elles ont été mises dans du milieu DMEM 

exempt de sérum et ce, pour une période de 24h. Les cellules ont ensuite été 

stimulées avec 

37°C. Durant 

les 

les 

différentes substances à l'essai pour une période de 22h à 

deux dernières heures de stimulation, 1pCi de thymidine 

tritiee a été ajouté a chacun des puits. A la fin du traitement, les cellules ont ét6 

Nicees avec du TCA 5% h i d  (acide trichloroacétique) puis incubées pendant 

30 minutes à 4OC dans du TCA 5%. Finalement, les cellules ont été rincées à 

l'eau et solubilisées A la température ambiante dans l5OpL de NaOH 0.1N. 



Suite à l'addition de 5ml de liquide A scintillation (Ready die, Beckman), la 

radioactivité incorporée a &é délennlliée (Rivard et al., 1996). 

Pour les analyses d'expression des protéines du cycle cellulaire et des 

p42/p44 MAPKs, les cellules traitées ont été lysées dans du tampon Laemmli 

1X (62.5mM Tris-HCl pH6.8, 2.3% SDS (sodium dodecyl sulfate), 10% 

glycérol, 1mM phenyl methyl sulfonyl fluoride (PMSF), 0.005% bleu de 

bromophénol et 5% 2-B-mercaptoéthanol). Dans le cas de l'analyse de 

l'expression de la poly (ADP)-ribose polymérase (PARP), les cellules ont été 

lysées dans du tampon Laernmli 1X contenant 6M d'urée. Les lysats 

cellulaires ont par la suite dté chauffés à 95OC pendant cinq minutes, soniques 

puis réchauffés à 9S°C à nouveau pour cinq minutes. Les concentrations 

protéiques de chacun des lysats ont été déterminées par une méthode modifiée 

de Lowry (Peterson, 1977). Une courbe standard a été établie avec l'albumine 

de sérum de bovin (BSA) effectude en parallèle a chaque dosage. Tous les 

échantillons ont été dosés en duplicata. Par la suite, une quantité équivalente 

de protéines a été séparée par SDS-PAGE (SDS-polyacrylamide gel 

electrophoresis) puis transférée par dlectrotrans fert sur une membrane de 

nitrocellulose. La membrane issue du transfert a été bloquée dans du PBS 

contenant du lait 5% à 2S°C pendant 1 h puis incubée avec l'anticorps primaire 



contenu dans du PBWait 1%. Après trois lavages de 10 min dans du PBS 

Tween O.OS%, la membrane a été incuûk Qos du PBS/lait 1 % avec l'anticorps 

secondaire conjugué à la pefoxidase. Finalement, suite a trois autres lavages 

de 10 mi0 dans du PBS-Tween 0.05%, les prot6ines ayant réagi 

immunologiquement ont été &tectées par cherniluminescence (Amersham 

ECL) en utilisant les films BIOMAX MR (Kodak) . 

5. Dosages enzymatiques 

5.1. Dosage de l'activité cdk2 

Les cellules ont été lysées dans du tampon triton fioid (1% triton X-100, 

5OmM Tris-HC1 pH 7.5, lOOmM NaCl, 5mM EDTA pH 8, 40mM fb 

glycérophosphate, 50mM NaF, 2WpM orthovanadate, 10% glycérol, 1 p@ml 

aprotinine, 1 pg/ml leupeptine, 1pM pepstatine A, O. 1 mM PMSF) puis les Iysats 

cellulaires ont été clarifiés par centrifugation à 8 OOOrpm pendant 5 minutes à 

4°C. Les protéines ont été dosées à l'aide du &actif de BCA (Pierce). Dans un 

volume final de 1mL de tampon triton contenant 700pg de protéines des lysats 

totaux, 3 H 5 pL d'anticorps Cdk2 ont été ajoutés et le tout a été placé a 4OC 

sous agitation pendant au moins 2h avant d'y ajouter 40pL de protéine-A- 

sépharose préalablement gonflée lh à 4OC (gonflement de O. lg de protéine-A- 

sépharose dans Iml de tampon triton). La formation des immunocomplexes 



s'est déroulée à 4OC sous agitation durant 1 h. Les immunocomplexes ont par la 

suite été lavés avec du tampon triton. Au troisième lavage, 2/3 des 

immunocomplexes ont été conservés pour, par la suite, être mis sur gel de 

polyacrylamide afin de pfocéder A un irnmunobuvardage selon le protocole 

décrit à la section précédente. Le tiers restant a servi pour l'essai kinase 

proprement dit. Après avoir été lavés une fois dans du tampon kinase (40mM 

HEPES pH 7.4, 20mM MgCl*, ImM DIT, lûmM pNPP), les 

immunocomplexes ont été resuspendus dans 40pL de tampon kinase suppléé 

avec 5pg d'histone Hl (un substrat de Cdk2), 50pM d'ATP fioid, 2pCi d'ATP 

[j2p] et incubés à 30°C pour une période de 30 min. La réaction a été arrêtée 

par l'ajout de 13.3pL de Laemmli 4X, puis les immunocomplexes ont été 

chauffes a 95°C durant 5 min avant d'être séparés par SDS-PAGE 12.5%. 

L'histone Hl  phosphorylée (32~) a pu être visualisée par autoradiographie. 

5.2. Dosage de l'activité JNK 

lm1 de billes de glutathion-Ssdpharose a été centrifugé à 5000rpm 

pendant Smin à 4"C, resuspendu dans 5ml de PBS fioid puis laisse sous 

agitation à 4°C jusqu'au lendemain matin. Pour chaque tranche de quatre 

échantillons, lm1 de billes pré-gonflées a été utilisé auquel on a ajouté 36pdml 

de la protéine recombinante c-jun-gst. Le tout a eté laissé à la température 

ambiante, sous agitation, pendant lh. Après une centrifugation de Smin à 



5Oûûcpm (4*C), les billes ayant lie c-jun-pt (dû à une réaction enymatique 

entre la glutathion-S-transférsse (gst) qui est coupl& à c-jun et son substrat, la 

glutathion-Ssépharose) ont été lavées trois fois dans lûmi de PBS fioid. 

Finalement, les billes ont été resuspendues dans (nombre d'échantillons X 

1ûûpL) de tampon triton (1% triton X-100, 5OmM tris-HC1 pH 7.5, lOOmM 

NaCl, 5mM EDTA pH 8, 40mM f3-glycérophosphate, 50mM NaF, 200pM 

orthovanadate, 10% glycérol, 1 pglmi aprotinine, 1 pdml leupeptine, 1 FM 

pepstatine A, O. lmM PMSF). 

Les cellules traitées ont été lysees et les lysats cellulaires ont été dosés 

tel que décrit dans la section décrivant le dosage de l'activité Cdk2. Puis, 

100pL de billes préparées (c'est-à-dire les billes ayant liées c-jun-gst) ont été 

ajoutés à 700pg de protéines contenues dans lm1 de tampon triton. Après 3h 

d'agitation à 4OC, les dchantillons ont été centrifigés B SOOOrpm, Srnin à 4OC, 

lavés une fois dans du tampon triton puis deux fois dans du tampon b a s e  

(20mM Hepes pH 7.4'1 OmM MgCb ImM DTT, lûmM pNPP, O. lrnM PMSF, 

lpg/ml aprotinine, lpg/ml leupeptine, 1pM pepstatine A). Les culots ont 

ensuite été resuspendus dans 40pL de tampon kinase suppléé avec 50pM 

d'ATP et 2jCi AT 3 2 ~  et incubés à 30°C. La réaction a été arrêtée 3Omin plus 

tard avec du Lsemmli. Après une séparation des protéines par SDS-PAGE 

12.5%' la phosphorylation de c-jun a étk évaluée par autoradiographie. 



5.3. Dosage de l'activité p38 MAPK 

Le dosage s'est effectué comme ddcrit dans la section du dosage de 

l'activité cdk2. Cependant, 8pL d'anticorps primaire ont été utilises pour 

immunoprécipiter la p38 MAPK partir de 7ûûpg de protéines des lysats 

cellulaires contenus dans lm1 de tampon triton tandis que 0.25mg/ml MBP 

(myelin basic protein) a été employé comme substrat pour le dosage de 

1 'activité. 

6. Préparation des acini pancréatiques 

Le pancréas d'un rat Sprague-Dawley sain préalablement mis a jeun 

pour la nuit a eté extrait et ddpouillé de son gras et des mésentères. La 

suspension d'acini pancréatiques a été préparée comme déjà rapporté par Peikin 

et al. (1978). Durant cette ophtion, le pancréas est maintenu dans un tampon 

standard m P E S  24. lmM, NaCl 98mM, KC16mM, =PO4 2. lmM, Pyruvate 

5mM, Fumarate SmM, glutamate Sm', Dextrose 11.4mM, 0.01% SBTI 

(Soybean Trypsin Mibitor), 2.5% d'un mélange d'acides aminés, 2% de 

glutamine, 1% de vitamines essentielles et du MgC12 1.2m.M) contenant 0.2% 

d'albumine et 2mM de CaC12 . Le pancréas a par la suite été injecté avec Sm1 

de tampon de digestion (tampon standard contenant 0.2% d'albumine, 2mM 

CaC12 et 30U/ml de collagénase). Le pancréas et le tampon de digestion ont été 



transférés dans 1111 erlenmeyer, ce dernier a Ct6 saîW d'oxyghe, puis place à 

37°C sous agitation maximale. Après 10 min, la solution de digestion a été 

rernpiacée par 5ml d'une solution de digestion Wcbe et l'erlenmeyer a de 

nouveau &té saturé en oxyghe puis replacé d 37OC sous agitation maximale. 

L'opération a été répétée après 10 autres min. Après ce second 10 min, la 

solution de digestion a été retirée, puis le pandas a été lave 3 fois avec 5mi de 

tampon standard contenant 0.2% d'albumine et 2mM CaC12. Le pancréas a de 

nouveau été digér6 avec Sm1 de solution de digestion sous air saturé en 

oxygène, à 37OC et sous agitation maximale pour 10 min. Au terme de ces 10 

min, le pancréas a et6 dissocié en procedant a une skie de 10 va-et-vient dans 

une pipene sérologique de 1 O d .  Le tissu dissocié a et6 déposé dans deux tubes 

contenant 4 ml de tampon standard suppléé avec 4% d'albumine et 2mM 

CaC12. Les gros morceaux de tissu non-dissocié ont dté enlevés avant la 

centrifugation subséquente de 1 min à 1 Oûûrpm. Les culots ont été 

resuspendus dans 2.5ml de tampon standard contenant 0.2% albumine et 2mM 

CaC12 et cette étape de séparation des types cellulaires par ddpôt des cellules 

sur tampon standard contenant 4% albumine (et 2mM CaC12) a et6 répétée deux 

autres fois. À la toute fin, le culot contenant presqu'exclusivement les acini 

pancréatiques d'un pancréas a 6té resuspendu dans 8x111 de solution 

d'incubation (tampon standard suppléé avec 1% albumine et 0.5mM CaCI2) et 

les acini ont dté laissés au repos pendant 30 min a la température ambiante 

avant d'entamer les études. 



lm1 d'acini préparés et saturés en oxygène ont éte pn5hcubes 30 min a 

37°C sous agitation avec les substances h l'essai (forskoluie + IBMX, 

sécrétine) avant d'être stimulés 10 min ou 2h avec la caauléine, toujours à 

37°C sous agitation. Après les temps indiqués, les aciai trait& ont et& 

centrifugés 15 min à 12 000 rpm et laves trois fois avec du PBS contenant 

250pM d'orthovanadate avant d'être lysés dans du tampon triton (1% triton X- 

100, 50mM Tris-HCI pH 7.5, lûûmM NaCI, 5m.M EDTA pH 8, 40mM p- 

glycérophosphate, 5ûmM NaF, 200pM orthovanadate, 10% glydrol, l pghl 

aprotinine, 1pglm.i leupeptine, 1pM pepstatine A, O.lrnM PMSF). Les 

protéines ont été dosées par la methode BCA (Pierce). 

7. Transfections 

7.1. Transfection transitoire et essai lucifërase 

Les cellules ont été ensemencées dans une plaque de 24 puits puis, 24h 

plus tard, elles ont été transfectdes par la methode de lipofection (GIBCO BRL, 

MD). Brièvement, lpg de lipofectine a et6 @-incubée pendant 45min dans 

20pL de milieu OPTI-MEM (Solution B). Pendant ce temps, l'ADN, a raison 

de 0.2pglpuit, a été ajoute il 20pL de milieu OPTI-MEM (Solution A). La 

solution A et la solution B ont par la suite &te combinées et laissees A la 



température ambiante. Après IO-lsrnin, du milieu sans senim est ajouté afin 

de compléter le volume h 2ûûpL (Solution C). Aprés un rinçage des cellules au 

milieu sans sérum, celles-ci ont et6 incubees toute me nuit avec 2ûûpWpuit de 

la solution C. Le lendemain matin, la solution a ete retirée des puits et 

remplacée par du milieu DMEM contenant 10% de sérum en plus des 

substances à l'étude. 

24h plus tard, les cellules ont été rincees deux fois au PBS et lysées 10- 

i5min dans 300pL de tampon de lyse ajusté a pH 7.8 ( 25mM glycylglycine, 

l5mM MgS04 , 4mM EGTA, 1% Triton X-100, 2mM DTT). Par la suite, à 

270pL de lysat prelevd ont été ajoutés 120pL de solution d'essai (25mM 

glycylglycine, 15mM MgSOo ,4mM EGTA, lSmM KH2 PO4 , ajusté a pH 7.6, 

en plus de 6mM ATP, 3mM Dm) et 1OOpL de tampon luciferine (25mM 

glycy lglycine, 1 5mM MgSOs , 4mM EGTA, 1 rnM D-luciférine). Finalement, 

l'activité luciferase a été mesurée pendant 20s h l'aide d'un luminomètre de 

type Mini Lumat LB9506 (EG&G Berthold, Gennany). 

7.2. Transfection stable 

Les cellules ont été ensemencees dans une boîte de pétri lOOmm et 

transfectées 24h plus tard par la méthode de précipitation au phosphate de 

calcium. En résume, une heure avant ia transfection, le milieu de culture a et6 



remplacé par 6ml de milieu fiais. Pour chacun des petris, 7pg de l'ADN 

d'intérêt ainsi que 3pg du vecteur de dlection (pcDNA3) ont été utilises, ceux- 

ci ayant étd dilués dans 270pL d'eau stérile. A ce volume, 30pL de CaC12 

2.5M et 300pL de HBS (280mM NaCl, 13mM Na2J3FQ , 12mM glucose, 

lûmM KCl, 50mM HEPES pH 7.05) ont étd ajoutés goutte a goutte. Les 

600jL totaux (représentant 1/10 du volume de milieu contenu dans le #tri) ont 

été déposés dans le pétri et les cellules ont été la issh  à 37OC (95% air, 5% 

CO2) pendant toute la nuit. Elles ont ensuite été rincees deux fois avec du PBS, 

une fois avec du milieu de culture et incubées dam du milieu de culture jusqu'à 

ce qu'elles atteignent 90% de confluence. Elles ont alors et6 trypsinisks et 

réensemencées dans du milieu de culture contenant 500pg/ml de G418 pour 

permettre la sélection des clones. 

7.3. Vecteur rapporteur et vecteurs d'expression 

Le vecteur rapporteur E2F-luciférase contient une partie d'un promoteur 

reconnu spécifiquement par E2F soit celui de la dihydrofolate réductase couplé 

au gène de la lucifërase. Un E2F actif peut donc se lier a ce promoteur et 

permettre une transcription de la luciférase (Slansky et al-, 1993). 

Les ADNc de la MEK sauvage (MEK WT) de hamster ainsi que son 

homologue constitutivement actif (MEK CA) ont été dtiquetés en leur 



extrémitk N-terminale par neuf résidus de l'hémasgiutinine du virus de 

l'influenza (HAI) pour faciliter leur détection et clones dans le vecteur 

d'expression pECE (PM& et d., 1994). La MEK CA tire son activité 

constitutive par le fait que des acides aspartiques remplacent les sérines 218 et 

222 habituellement phosphorylées par Raf et ainsi, ces acides aspartiques 

miment la charge négative normalement amenée par la phosphorylation de Raf- 

1 (Pagès et al., 1994). Le vecteur pcDNA3 a &té utilid afin de sdlectiomer les 

transfectants puisqu'il contient un gène de &sistan& à l'antibiotique généticine 

(G4 1 8). 

8. Mesure de l'apoptose 

8.1. Fragmentation de l'ADN 

500 O00 cellules ont été ensemencées par boîte de pétri lOOmm 48h 

avant la mise à jeun et l'ajout des substances à l'étude. Suite au traitement, les 

cellules ont été lysées dans 7ûûpL de tampon de lyse (0.6% SDS, lOmM 

EDTA) pendant 20 min a la température ambiante. Les lysats cellulaires ont 

été transférés dans un eppendorf et du NaCl a été ajoute pour obtenir une 

concentration finale de 1M. Après avoir kt6 piacés à 4OC pendant toute une 

nuit, les lysats cellulaires ont et6 centrifllgés à 13 OOOrpm pendant 30 min ii 

4°C. Les sumageants ont dté soumis a une extraction avec un volume de 

phénol/chloroforme/alcoo1 isoamyl (25 :24 :1) puis centrifbgds 10 min ii 



13000rpm. Après récupération de la phase aqueuse, du NaCl a dté ajouté pour 

élever la concentration finale à 1.3M puis I'ADN a &é précipite avec un 

volume d'isopropanol h i d  (-20°C). L'ADN a été culoté grâce à une 

centrifbgation de 30 min à 13 OOOrpm à 4OC, lave avec de I'EtOH 70% fioid (- 

20°C) puis reculoté par centrifiigation durant 10 min A 13 OOOrpm avant d'être 

resuspendu dans du TE (10mM Tris pH$, 1OmM EDTA). Pour eliminer tout 

ARN contaminant, les échantillons ont été traités avec 80pg/ml d' ARNase 

(dépoume d'ADNases) pendant 2h a 37°C. Une quantite égale d'ADN a eté 

mise sur gel d'agarose 1.5% et la hgmentation de l'ADN a pu être visualisée 

par coloration au bromure d'éthidium (50pg de bromure d'éthidium dans 

1 OOml de gel d'agarose). 

8.2. Dosage de l'activité des familles de la CASP-1 et CASP-3 

Le dosage a été effectué comme précéâemrnent décrit par Nicholson et 

al. (1995). Brièvement, pour chacune des réactions, 20pM de substrat, Ac- 

YVAD-AMC pour le dosage des caspases de la famille CASP-1 et Ac-DEVD- 

AMC pour le dosage des caspases de la famille CASP-3, et 25pg de prothes 

de l'échantillon ont été incubés dans le tampon d'essai (20mM HEPES pH7.5, 

10% glycérol, 2mM D m  pendant 2h a 37OC. L'émission émise par le peptide 

fluorogénique AMC libéré suite à l'activité caspase a et6 mesurée grâce a un 



spectrofluorométre où la longueur d'onde d'excitation &ait de 380nm et celle 

d'émission de 46hm. 

9. Présentation des résultats 

Toutes les expériences ont été effectuées au moins en triplicab. Les 

résultais représentent la moyenne accompagnée de l'erreur standard (SE). 



CHAPITRE III 

RÉSULTATS 

1. Effet de l ' M c  et du TGFB sur la prolifQation des cellules pancréatiques 

tumorales humaines 

Le premier objectif du présent travail était d'évaluer l'effet de 1'AMPc et 
t 

du TGFP sur la prolifération de cellules pancdatiques tumorales humaines : les 

PANC-I et les MIA PaCa-2. Le niveau intracellulaire d'AMR a été augmenté 

en favorisant la formation de ce dernier à l'aide de la forskoline, un activateur 

de l'adénylyl cyclase (Searnons et Daly, 1986), et en inhibant sa dégradation 

grâce a I'IBMX (isobutyl-méthyl-xanthine) agissant comme un inhibiteur de 

phosphodiestérases (Parson et al. 1988). 

Nous avons d'abord évalué l'effet de I'AMPc et du TGF$ sur la 

prolifération à long terme des cellules PANC-1 et MI. PaCa-2 par la méthode 

de croissance clonale. Les cellules ont été ensemencées à très faible confluence 

et privées en sérum le lendemain de l'ensemencement. A ce moment, 4pgM 

de forskoline + ImM lBMX (Pelletier et al., 1998) ou Sng/ml de TGFB (Yu et 

al., 1999) en présence ou non de 1% sdrurn ont été ajoutés aux puits. A noter 



Figure 8. Effet d i  TGFB et de la forskoline + IBMX (F + i )  sur la 

prolifération des cellules pancréatiques tomorales humaines 

Les cellules ont été ensemencées à très faible confluence, privées de 

sérum 24h plus tard en présence de 4pg/mL de forskoline + 1m.M 

IBMX, 5nghL de TGFB ( tous ajoutés aux 24h) ou 1% FBS. Au terme 

de 5 jours, les colonies formées ont été colorées à 1 'aide du bleu de 

Giemmsa. A. cellules PANC-1 B. cellules MIA PaCa-2 



Contrôle TGFB F + I  

FBS 1% TGFB + @ + O +  
FBS 1% FBS 1% 

Contrôle F + I  TGFB 

FBS 1% @ + O +  TGFl3 + 
FBS 1% FBS 1% 



que les agents anti-mitoginiques fmkoiine + IBMX et TGFB ont été 

additionnés à toutes les 24h. Les cellules ont ainsi crû pendant cinq jours et les 

colonies formées ont 6té colorées au bleu de Giemmsa qui met en dvidence les 

clones. La figure 8 présente les résultats obtenus lors de cette expérience. On 

observe que la forskohe + IBMX Uihibent considérablement la prolifération 

cellulaire des cellules PANC-1 (fig. 8A) et MIA PaCa-2 (fig. 8B) stimulée par 

le sérum tandis que le TGFB n'affecte que partiellement la prolifération d'une 

seule lignée cellulaire, les PANC-1 (fig. 8A). 

La réinitiation de synthèse d'ADN est un autre moyen d'évaluer la 

prolifération cellulaire mais elle consiste en une estimation a plus court terme. 

Ainsi, l'incorporation de 3~-thymidine dans l'ADN des cellules préalablement 

mises à jeun puis stimulées pendant 22h avec 4pg/ml de forskoline + ImM 

IBMX, SngM de TGFP, ~ O ~ M  somatostatine en présence ou non de 1% sérum 

a été mesurée. A ce moment, nous avons aussi examiné 19effet de la 

somatostatine puisqu'elle avait été préalablement décrite comme un agent ami- 

mitogénique potentiel des cellules pancréatiques himordes humaines (Liebow 

et al., 1989; Radulovic et al., 1993; Takeda et Escribano, 199 1). La figure 9 

nous indique que 1- les deux lignées cellulaires, en absence de facteurs de 

croissance exogènes, incorporent la 3~-thymidine suggérant qu'elles sont aptes 

à proliférer dans un milieu dépurvu de sérum 



Figure 9. Effet du TGF$ et de ia fonkoline + IBMX (F + 1) sur la 

réinitiation de la synthèse d 'ADN des cellules pancréatiques 

tumoraies humaines 

Les cellules ont été ensemencées privées de sérum 24h plus tard pour une 

période de 24h. Elles ont ensuite été stimulées pendant 22h avec 4pg/mL 

de forskoline + ImM IBMX, Sng/mL de TGFB, 104 M de somatostatine 

ou 1% FBS. Durant les deux dernières heures, 1 pCi de 3H-thymidine a 

été ajouté. Les cellules ont ensuite été rincées avec du TCA 5%, rincées à 

1 'HzO et solubilisées dans du NaOH 0.1N. La radioactivité incorporée a 

par la suite été déteminée. Les résultats sont exprimes en pourcentage 

par rapport au contrôle non-baité (DMSO). A. cellules PANC-I B. 

cellules MIA PaCa-2 



Incorporation de 'H-thymidine 
(% par rapport au contrôle) 

Incorporation de 'H-thy midine P 
(% par rapport au contr6le) 



(Freeman et al., 1995); 2- le traitement des cellules au &mm 1% favorise 

l'incorporation de 3~-thymidhe de 3.2 fois dans les cellules PANC-1 et de 1.6 

fois dans les cellules MIA PaCa-2; 3- la forskoline + IBMX inhibent 

l'incorporation de '~-th~midine dans les cellules en absence ou en présence de 

sérum 1% de 73% et 68% respectivement dans les PANC-1 et de 94% et 84% 

dans les MIA PaCa-2; 4- le TGFP, en accord avec les résultats obtenus en 

croissance clonale, bloque de 43% I'incorpocslfion de 3 ~ - t h y m i d ~ e  seulement 

dans les cellules PANC-1 stimulées au sérum 1%; 5- finalement, la 

somatostatine, à une concentration de I O ~ M ,  n'a aucun impact sur 

l'incorporation de 3~-thymidine dans les cellules privées ou non de sérum 1% 

autant chez les PANC-1 que chez les M'A PaCa-2. b t  donne cette absence 

d'effet de la somatostatine sur la prolifération cellulaire chez les deux lignées 

cellulaires étudiées, nous n'avons pas poursuivi les études avec cette hormone. 

Pour s'assurer que les cellules étaient bien bloquées en phase G1 du 

cycle cellulaire, nous avons regardé les niveaux de phosphorylation des 

protéines de la famille de pRb. Comme il a été explique dans l'introduction, 

les protéines pRb phosphoryl6es permettent la libération de facteurs de 

transcription E2F qui sont importants dans la transcription de gènes utiles A 

l'entrée en phase S du cycle cellulaire (Nevins, 1992; Grana et al., 1998). Tout 

d'abord, on peut remarquer que les cellules privees en sérum depuis 48h 

possèdent des niveaux significatifs des formes hyperphosphoryl&s de pRb et 



Figure 10- Effet du TGFj3 et de la forskoline + IBMX (F + 1) sur 

les niveaux de pbospborylation des protbines de la famille de 

pRb chez les cellules pancréatiques tumorales humaines 

60pg de protéines des lysaîs issus des cellules traitées pendant 16h 

(4pg/mL forskoline + 1mM IBMX, SnghL de TGFB, ou 1% FBS) ont 

été soumis à une séparation par SDS-PAGE 7.5% et analysés par 

immunobuvardage @Rb =1/750 et pl30 = 1/1000) A cellules PANC-1 

B. cellules MIA PaCa-2 



FBSl%: - + +  
TGF B: - O O - 

F+I: - - + +  
I - i 

FBSl%: - + O + - + 
TGF B: - O + + 

F + I :  - O + + I œ 



p130. Ceci est en accord avec le résultat précWent dhontraot que ces cellules 

sont capables de progresser dans le cycle cellulaire (incorporation de 

thymidine) en absence totale de facteurs de croissance exogènes. L'addition de 

sérum 1% aux deux lignées cellulaires provoque une augmentation des formes 

hyperphosphorylées de pRb et pl30 (fig. 10). Le traitement des deux lignées 

cellulaires avec la forskoline + lBMX inhibe compléternent l'effet du sérum sur 

1 'hyperphosphorylation de pRb et p 130 (Fig. 10). Cependant, le traitement 

avec le TGFB bloque I'effet du sérum sur I'hyperphosphorylation de pRb et 

pl 30 seulement dans les PANC-1 (fig. 10). 

2. Effet de I'AMPc et du TGFB sur l'activité des p4Up44 MAPKs dans les 

ce11 des pancréatiques tumorales humaines 

Après s'être assure que 1'AMPc et le TGFB fieinaient la prolifération 

des cellules pancréatiques tumorales humaines, nous avons poussé nos études 

afm de savoir comment ces deux agents agissaient. Tout d'abord, l'activité des 

pWp44 MAPKs a été analysée. En accord avec les études déjà publiées 

(Kahan et al., 1992; Meloche et al., 1992)' le traitement des cellules au sérurn 

1% a stimulé l'activité de ces kinases dans les PANC-1 (fig. HA) et MIA 

PaCa-2 (fig. 1 1B) d'une façon rapide (IOmin) et soutenue (2h). Une pré- 

incubation préalable de 30mi.n des cellules à la forskoline (4pg/ml) + rSMX 



Figure 11. Effet du TGFB et de Ir forskoüne + IBMX (F + 1) sur 

1 'activitC des p42/p44 MAPKs dans les ceUules pancréatiques 

tumorales b umaines 

60pg de proteines des lysats issus des cellules pr6-traitées 30 min avec 

4pg/mL de forskoline + 1mM IBMX ou Sng/mL de TGFP puis stimulées 

avec 1% FBS pendant tûmin ou 2h ont été soumis à une séparation par 

SDS-PAGE 10% et analysés par immunobuvarâage B 1 'aide d 'un 

anticorps qui reconnaît spécifiquement la forme phosphorylee (active) des 

p42Ip44 MAPKs (anticorps utilisé 1/500). A. cellules PANC-1 B. 

cellules MIA PaCa-2 



10 min 2h 

10 min 2b 



(IrnM) a inhibé cette activation des p4Up44 MAPKs prwoqude par le sérum 

1% et a même réduit l'activité de celles-ci âans les deux lignées cellulaires 

privées de sérum (fig. 11). Quant au TGFB (Snglrnl), il n'a eu aucun effet sur 

l'activité des p42/p44 MAPKs dans les deux lignCes cellulaires. 

3. Effet de I'AMPc et du TGFB sur l'expression des prothes du cycle 

cellulaire 

Un deuxième niveau de régulation de la prolif&ation cellulaire existe au 

cœur du cycle cellulaire, plus précisément dans la phase G1. La prochaine 

étape a donc été d'examiner l'expression des differentes protéines qui 

régularisent la phase G1 du cycle cellulaire. 

La figure 12 nous rbvèle qu'après 16h de traitement avec la forskoline 

(4pg/rnl) + IBMX (1mM) * sérum 1% ou TGF$ (Snghl) sérum 1%' 

t'expression des cyclines Dl et E ne semble pas être modulée de façon 

significative dans les PANC-1 (fig. 12A). Dans les MIA PaCa-2 (fig. 12B), 

d'une façon surprenante, l'expression de la cycline Dl semble diminu& dans 

les cellules ayant mtté stirnul&s avec le sérum 1%. Néanmoins, l'expression de 

cette cycline dans les cellules stimulkes au sérum 1% et traitées avec la 

forskoline + IBMX ou le TGFB n'est pas significativement modulée rendant 



Figure 12. Effet du TGFB et de la forskoline + IBMX (F + Z) sur 

I 'expression des cyciines de la phase Cl du cycle cellulaire dans les 

ceUrles pancrdatiqoes tumorales humaines 

60pg de protéines des Iysats issus des cellules traitées pendant 16h 

(4pg/mL forskoline + 1mM IBMX, Sng/mL de TGFB, ou 1% FBS) ont 

été soumis à une séparation par SDS-PAGE 10% et analysés par 

immunobuvardage (cycline Dl et E utilisés 1/1000) A cellules PANC- I 

B. celIules MIA PaCa-2 



FBSl%: - O O + + + 
TGF I): - O + O O + 

F+I: - + O O + O 

FBSI%: - - - + + + 
TGF B: - O + O + 

F+I:  - + 9 I + I 

FBSlYo: - + - + O + 
TGF B: O - - + + 

F+I:  - O + + I O - Cycline E 



peu probable un rôle de l'inhibition d'expression de cette cycline dans 

l'inhibition de prolifération induite par la forkoline + IBMX. 

Par la suite, nous avons procédé à 1'6valuation de l'expression ,des 

inhibiteurs du cycle cellulaire. Tout d'abord, comme d h i t  dans la littérature 

(Firpo et al., 1994; Kat0 et al., 1994; Nourse et al., 1994; Slingerland et 

a1.,1994), l'expression de p27m' a diminué suite ik une stimulation 

mitogenique. Plus précistment, dans les cellules stimulées pendant 16h avec 

1 % sérum, son expression chute de 56% dans les PANC-1 (fig. 13A) et de 52% 

dans les MIA PaCa-2 (fig. 13B). Le traitement des cellules A la forskoline 

(4pglml) + IBMX (1m.M) a eu pour effet d'augmenter l'expression de p27KC' 

1- dans les cellules non-stimulées (de 25% dans les PANC-1 et de 43% dans les 

MIA PaCa-2) ainsi que 2- dans les cellules stimulées au sérum 1% ( 

l'expression est 1.6 fois plus &levée par rapport h l'expression de l'inhibiteur 

dans les cellules stimulées au sérum 1% dans les PANC-1 et de 3.5 fois dans 

les cellules MIA PaCa-2). Le TGFB n'a pas affect6 I'expression de cet 

inhibiteur dans ni l'une ni l'autre des lignks cellulaires. 

L'inhibiteur p21Cw n'a subit aucune variation de son expression dans les 

cellules MIA PaCa-2, mais a augmente de 265% et de 223% par rapport au 

cellules non stimulées dans les cellules PANC-1 traitées avec le TGFP (5ngIml) 



Figure 13. Effet du TGFB et de ia focskoline + lBMX (F' + 1) sur 

I 'expression des inbibiteurs do cycle celiohire dans les ceiJules 

panerCatiques tumoraks humaines 

60pg de protéines des lysats issus des cellules traitées pendant 16h 

(4pg!mL, forskoline + 1mM IBMX, Sng/mL de TGFP, ou 1% FBS) ont 

dté soumis à une séparation par SDS-PAGE 12.5% et analysés par 

immunobuvardage ( ~ 2 7 ~ ~ ~ '  ,pz 1 et p 1 5MK4B utilisés 1 /1000) A. 

cellules PANC- 1 B. cellules MIA PaCa-2 





seul ou en combinaison avec le sérum 1% (fig. 13A). Comparé aux cellules 

non traitdes, le TGFP a &alement eu pour effet d'augmenter I'expression de 

l'inhibiteur p l~W;4B de 128% dans les cellules PANC-1 stimulk avec 1% 

sérum. Malheureusemeni, nous n'avons jamais et6 capable de détecter la 

présence de cet inhibiteur dans les cellules MIA PaCa-2. Une explication 

plausible repose sur la possibilité que ce dernier comporte une déletion 

homozygote entraînant sa perte d'expression, phénomène qui a déjà été observé 

dans les cellules pancréatiques tumorales humaines MIA PaCa-2 (Villuanueva 

et al., 1 998). 

Pour vc!rifier si le TGFB, dans les cellules PANC-1, avait une autre cible 

que p21Cip' et p15MK4B , nous avons examine l'expression de cdcZSA, une 

phosphatase responsable de l'activation des complexes cycline D-cdk4/6 et 

cycline E-cdk2 et ayant déjà &té identifiée comme cible du TGFB dans les 

cellules épithéliales mammaires humaines MCF l O A (Iavarone et Masagué, 

1997). Comme le démontre la figure 14, la cytokine, de même que la 

forskoline + IBMX, demeurent sans effet sur l'expression de cette phosphatase. 



Figure 14. Effet du TGF$ et de ia forskoline + IBMX (F + 1) sur 

I 'expression de Ia phosphatase Cdc25A dans les cellules PANC-1 

60pg de protéines des lysats issus des cellules iraitées pendant 16h 

(4pglmL forskoline + 1mM IBMX, 5ngW de TGFB, ou 1% FBS) ont 

été soumis à une séparation par SDS-PAGE 10% et analysés par 

immunobuvardage (anticorps 1 /lûûû) 



FBS1%: - - 9 + + + 
TGF B: - g + O - + 

F + I :  = + 9 0 + 9 - Cdc25A 



4. Effet de l ' M c  et du TGFB sur l'activité cdk2 dans les cellules 

pancréatiques tumorales humaines 

Étant donné le rôle des inhibiteurs du cycle cellulaire dans l'inhibition 

de l'activité des complexes cycline Dcdk4/cdk6 et cycline E-cdk2, la 

prochaine étape &tait de doser l'activité cdk2 dans nos cellules traitées afin de 

confirmer nos r6sultats obtenus jusqu'8 présent. 

Dans les cellules PANC-1, les cellules mises en présence de s é m  pour 

une période de 16h démontrent une activité cdk2 plus elevée (de près de 2 fois) 

que les cellules non-shuldes comme le tdmoigne la figure 15 (A et B). 

Lorsque les cellules sont traitées a la forskoline + IBMX, l'activité cdk2 

en absence de sérum est diminuée de 72% et celle induite par le sérum est 

réduite de 65% (fig. 1 SA). Une légère diminution de 16% de l'activité cdk2 est 

observée lorsque les cellules PANC-1 sont stimulées pendant 16h avec le 

TGFB + sérum (fig. 1 SB). 

Dans les cellules MIA PaCa-2, le sérum provoque également une 

augmentation de l'activitd càk.2 (de 105%) qui est inhibée de 58% dans les 

cellules traitees à la forskoline + IBMX (fig. 16A). Contrairement à ce qui 

avait été observé dans les cellules PANC-1, l'activité cdk2 en absence de sérum 

ne semble pas affectée par un tel traitement. 



Figure 15. Effet du TGFB et de h forskoiiiic + IBMX (F + I) sur 

1 'activité cdk2 dans Ies cellules PANC-1 

La protéine cdk2 (3/1000) a été immunoprécipitk à partir de 700pg de 

protéines des lysats issus des cellules traitées pendant 16h (4pgIrnL 

forskoline + ImM IBMX, Sng/mL de TGFB, ou 1% FBS) et son activité a 

été dosée par la phosphorylation de 1 'histone Hl agissant comme substrat 

de cdk2. L 'histone HI-P32 a été visualisée suite à sa séparation sur SDS- 

PAGE 12.5% et a son autoradiographie A. Les cellules ont été traitées ou 

non avec 4pgfmL de forskoline + ImM IBMX 1% FBS. En 

histogramme, on note la représentation graphique des résultats obtenus. 

B. L 'activité cdk2 dans les cellules traitées avec Sng/mL de TGFB k 1% 

FBS et la représentation graphique. 



FBS 1%: - + - + 
F+I: O O + + 
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5. Rôle de l'inhibiteur p27KP' dans l'inhibition de l'activité cdk2 causée par la 

forskoline + IBMX dans les cellules MIA PaCa-2 

Afin de prouver que l'augmentation d'expression de l'inhibiteur ~ 2 7 ~ ~ '  

avait une part de responsabilité dans l'inhibition de l'activité cdk2 causée par la 

forskoline + IBMX, nous avons Unmunoprécipité la protéine cdk2 que nous 

avons par la suite fait migrer sur SDS-PAGE. Nous avons par la suite procédé à 

un immunobuvardage avec un anticorps dirige contre p27Kw L le but de 

confùmer la liaison de cet inhibiteur W. Nous avons également effectué un 

immunobuvardage avec un anticorps spécifique a cdk2 afin de s'assurer qu'une 

même quantité de protéines avait été immunoprécipitée (fig. 16B). On constate 

que p27Gp1 est réduit de 25% de l'immunoprécipité cdlQ dans les cellules 

MIA PaCa-2 stimulées par le sérum 1% pendant 16h (fig. 16B et MC), tandis 

que l'inhibiteur demeure lie à cdk2 lorsque les cellules sont traitées à la 

forskoline + IBMX : on note près de 2 fois plus de p27K01 associe a cdk2 dans 

les cellules en absence de sérum traitées a la forskoline + IBMX et 2.5 fois 

dans celles stimuldes à la fois avec la forskoline + IBMX et le sérum 1%. Dans 

les lysats protéiques totaux dam lesquels cdk2 n'a pas été immunoprécipité, on 

remarque que le niveau de p27Kç' par rapport a la quantité de cdk.2 ne varie pas 

dans les cellules privées de sérum lorsque l'on ajoute la forskoline + IBMX 

cependant, dans les cellules stimulées au sérum 1%, dans lesquelles 

l'expression de p27KP1 diminue de 68% par rapport aux cellules non stimulées, 



Figure 16. Rôle de I 'inhibiteur p27-' dans 1 'inhibition de 

1 'activité cdk2 causée par la forkoline + IBMX (F + 1) chez les 

cellules MIA PaCa-2 

La protéine câk2 (3/1000) a été imrnunoprécipitée à partir de 700pg de 

protéines des lysats issus des cellules traitées pendant 16h (4pg/m.L 

forskoline + ImM IBMX * 1 % FBS) et le 1/3 de 1 'immunoprécipite a été 

utilisé pour doser 1 'activitd cdk2 par la phosphorylation de 1 'histone Hl 

(A.) Les résultats sont également représentés sous forme 

d 'histogramme. B. Les protéines du 213 de I 'immunoprécipité restant 

ainsi que 40pg des lysats des cellules traitées non-immunoprécipitées 

avec 1 'anticorps anti-cdk2 (lysats totaux) ont été séparés sur SDS-PAGE 

12.5% puis soumis à des immunobuvardages avec 1 'inhibiteur ~ 2 7 ~ ' ~ '  

(1/1000) et cdk2 (1/1ûûû) utilisé comme contrôle interne. C. 

Représentation sous forme d 'histogramme de 1 'inhibiteur ~ 2 7 ~ ~ ~  asassocie 

à cdk2 (expression de p27Kip1 en B/ expression cdk2 en B). 



FBS 1%: + +  
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le traitement il la forskoline + BMX permet de maintenir un niveau 

d'expression de l'inhibiteur &levé (0.26 fois plus de p27K01 dans les cellules 

traitdes a la forskoline + IBMX + sérum 1% par rapport au contrôle non- 

stimulé et 4 fois plus par fzlpport au contrôle stimulé avec le sérum 1% 

seulement) (fig. 16C). 

6. Rôle des p42/p44 MAPKs et de ~ 2 7 ~ ~ '  dans l'inhibition de la prolifëration 

des cellules PANC-1 causée par la forskoline + IBMX 

Jusqu'à présent, nous avons identifie deux cibles importantes de la 

forskoline + IBMX : les p42/p44 MAPKs et l'inhibiteur p27Kb1. Pour vérifier 

l'importance de chacun d'eux sur l'inhibition de prolifkation cellulaire induite 

par ces agents anti-rnitogéniques, nous avons d'abord CO-transfecté de façon 

transitoire le vecteur pECE vide ou comprenant 1'ADNc codant pour un mutant 

constitutivement actif de MEKl (MEK CA) ainsi que le vecteur rapporteur 

E2F-luciférase. Le vecteur rapporteur E2F-lucifërase contient une partie du 

promoteur de la dihydrofolate réductase qui est reconnu spécifiquement par les 

E2F ayant été libérés des protéines de la famille de pRb lors de la progression 

de la phase G1 vers la phase S du cycle cellulaire. Au lendemain de la 

transfection, nous avons mis les cellules en présence de forskoline (4pghl) + 

IBMX (ImM) + sérum 10% pendant 24h et procéâé B un essai lucifërase au 

terme de ces 24h. II est il noter ici que l'effet de la forskoline + IBMX a été 



Figure 17. Rôk des p42/p44 MAPKs et de p27KiPi dans 1 'inhibition 

de In prolifération causée par L forskoline + IBMX (F + 1) 

Les cellules PANC-1 ont &té CO-transfectées avec le vecteur rapporteur 

E2F-luciferase et le vecteur pECE vide, contenant le MEK CA ou encore 

~ 2 7 ~ ' ~ ' .  24h après la transfection, les cellules en phase exponentielle de 

croissance ont été traitées avec 4pg,mL forskoline + 1mM IBMX (F + 1) 

et 24h plus tard, 1 'activité luciferase a été mesurée. 



pECEIE2F- MEK CA/L2F- p27E2F- 
lucii6mse luc @rase lucifémse 



évalué sur des cellules en phase exponentielle de missance où le niveau 

d'inhibition de la prolifération par ces agents est sensiblement le même que 

dans les cellules stimulées avec 1% sérum. Nous avons utilisé des cellules en 

phase exponentielle de croissance afin de mieux voir l'activité du gène- 

rapporteur E2f-luciférase. La figure 17 nous révde que le traitement des 

cellules contrôles (cellules tranfectées avec le vecteur vide pECE) avec la 

forskoline + IBMX provoque une diminution considérable de 66% de l'activité 

du gène rapporteur EZF-lucif-. De plus, l'expression d'un mutant 

hyperactif de MEKl n'est pas suffisante pour empêcher l'inhibition de 

l'activité E2F-luciferase causée par un traitement à la forskoline + IBMX. 

L'expression de ce mutant provoque une stimulation constitutive des p42/p44 

MAPKs dans les fibroblastes (Brunet et al., 1994). Cependant, une simple 

surexpression de l'inhibiteur p27K@1 est suffisante pour inhiber par prks de 85% 

1' activité E2F-luci férase normalement observée dans f es cellules cultivées en 

présence de sérum 10% (fig. 17). 

7. Effet des agents connus pour augmenter les concentrations intracellulaires 

d'AMPc sur l'activité des p42/p44 MAPKs àans les acini paocteatiques 

nonnaux 

Jusqu'à maintenant, toutes nos études ont été effectuées sur des cellules 

pancréatiques tumorales. Intngu6s à savoir si le phénomène se répétait dans les 



cellules pancWques n o d e s ,  nous avons entrepris des etudes sur des acini 

pancréatiques Wchement isolés. Comme les acini ont une très courte durée de 

vie, nous avons dû nous limiter aux effm à court terme de nos agents anti- 

mitogéniques ou plus précisément, l'effet de I'AMPc sur l 'dvitd des p42Ip44 

MAPKs. Tout comme nous l'avions fait pour les cellules pancréatiques 

tumorales, nous avons pré-traitd 30min les acini avec les agents favorisant la 

formation d'AMPc (Laose et al., 1989)' soit la forskoline + IBW et la 

sécrétine, employée seule, à deux concentrations diffërentes. Nous avons 

ensuite stimulé pendant IOmin ou 2h les acini avec un agent mitogenique 

reconnu pour le pancréas (Rivard et al., 1994), la caeniléine, un analogue de la 

CCK. Les protéines issues de cette expérience ont été séparées sur gel SDS 

PAGE et l'activité des p42/p44 MAPKs a eté M u é e  à l'aide d'un anticorps 

dirigé spécifiquement contre la forme phosphorylée donc active de ces 

enzymes. De plus, étant donné l'effet de la caeniléine sur la sécrétion des 

enzymes pancréatiques, nous avons fait un imrnunobuvardage avec un 

anticorps qui reconnaît les fomes phosphorylée et non-phosphorylée des 

p42/p44 MAPKs pour s'assurer que notre modulation d'activité n'&ait pas le 

reflet d'une variation protdique due A une sortie massive d'enzymes suite à la 

stimulation par la caeruléine. 

En accord avec ce qui avait dejà été publié par Duan et Williams (1994)' 

la caeruléine a augmenté l'activitd des p4Up44 MAPKs de 1.9 fois après lOmin 



Figure 1% Effet de Ia aaeru16iae, de Ir forskolioe + IBMX (F + 1) et de 

la skr6tine sur 1 'ictivit9 des p42Jp44 MAPKs dans ks acini 

pancréatiqua 

Les acini pancréatiques ont été pré-traités 3 h i n  avec 4pg/rnL de 

forskoline + ImM IBMX, M et IOo7 M de sécrétine puis stimulés 

avec 10" M de caeruléine pour une période de 1Omi.n ou 2h. 40pg de 

protéines ont par la suite été soumis à une séparation par SDS-PAGE 10% 

et analysés par immunobuvardage avec un anticorps (1/500) qui reconnaît 

la forme phosphorylee des p42/p44 MAPKs puis un anticorps qui 

reconnaît la forme active et inactive des p42/p44 MAPKs (1/3000) qui a 

servi de contrôle (A.) B. L 'histogramme représente 1 'analyse 

densitométrique des résultats obtenus en A. soit 1 'activité des p4Up44 

MAPKs sur la quantité totale de p42/p44 MAPKs. 
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et de 1.5 fois après 2h de stimulation (fig. 18A et 18B). Cette activation 

soutenue est en connivence avec les donnees sur l'effet des agents 

mitogéniques sur l'açtivitb des p4Zp44 W K s  (Kahan et al., 1992; Meloche 

et al., 1992; Vowet-Craviari et al., 1993). La forskoline + IBMX n'a 

pratiquement pas eu d'effet sur l'activité des p4Zp44 MAPKs dans les acini 

pancréatiques non-stimulés à la caenil6ine, mais a inhibé très Idgèrement, 

d'environ 10%' l'activite induite par la caerul6ine aprés lûmin et 2b. Quant a 

la sécrétine, on a plutôt obsené une augmentation de l'activité des p4Up44 

MAPKs dans les acini traités avec cette hormone, aux deux concentrations de 

IO'~M et de ~o-'M, autant chez les acini non-stimult5s (de 60% et 64% 

respectivement par rapport aux acini non stimulés après lûrnia et de 80% et 

1 12% après 2h) que stimulés avec la caeruléine (de 24% et 43% respectivement 

dans les acini stimulés à la caeruléine pendant IOmin et de 57% et 45% après 

2h de stimulation). 

8. Effet de l'inhibition des p42/p44 MAPKs par le PD98059 sur la 

prolifération cellulaire des MIA PaCa-2 

La deuxième partie de mon projet avait pour objectif de clarifier le rôle 

des p42Ip44 MAPKs dans la prolifération et la survie des cellules pancréatiques 

tumorales humaines. A l'aide d'un inhibiteur spécifique des M E 0  

(PD98059), les activateurs en amont des p4Up44 MAPKs (Alessi et al., 1995; 



Figun 19. Effet du PD98059 sur l a  progression des cellules MIA 

PaCa-2 dans k cycle ceUahirc 

A. 60pg de protéines des lysats issus des cellules @-traitées pendant 30 

min avec 0.001% DMSO ou 20pM PD98059 puis stimulées avec 1% 

FBS pendant lûmin ou 2h ont été soumis à une séparation par SDS- 

PAGE 10% et analysés par immunobuvardage a 1 'aide d 'un anticorps 

(1600) qui reconnaît spécifiquement la forme phosphorylée (active) des 

p42Ip44 MAPK B. Les cellules ont été stimulées ou non pendant 22h 

avec 20pM PD98059 1% FBS. Durant les deux dernières heures, 1pCi 

de 3H-thymidine a été ajouté afin de mesurer la réinitiation de la 

synthèse d 'ADN. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport 

au contrôle stimule avec 0.001% DMSO. C. 6 0 ~ g  de proteines des lysats 

issus des cellules traitées avec 0.001% DMSO, 20pM PD98059 i 1% 

FBS pendant 16h ont été séparés par SDS-PAGE 12.5% puis analys& 

pour évaluer 1 'expression de ~ 2 7 " ~ '  par immunobuvardage (anticorps = 

111 000). 
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Dudley et al., 1995)' nous avons bloque sélectivement cette voie de 

signalisation. La figure 19A nous confinne que la @-incubation de 3ûmin des 

cellules MIA PaCa-2 avec 20pM de PD98059 a inbiM rapidement (10mi.n) et 

d'une façon soutenue (au moins 2h) l'activit6 des p42/p44 MAPKs daas les 

cellules privées de sérum et daas les cellules stimulées par le sérum 1 %. Cette 

inhibition des p4Up44 MAPKs est associée une réduction dramatique (95%) 

de l'incorporation de 3~-thymidine autant chez les cellules non-stimulées que 

stimulées au sérum 1% pendant 22h (fig. 19B). Également, l'expression de 

l'inhibiteur du cycle cellulaire p27K*' est augmentée respectivement de 40%, 

41% et 27% en présence de 20pM PD98059 pendant 16h, 24h et 48h. L'ajout 

du PD98059 aux cellules cultivées en présence de sérum 1% a inhibé 

complètement la dégradation de p27w' observée lors d'une stimulation avec le 

sérum 1 % (fig. 19C). 

9. Effet d'une inhibition prolongbe des p42/p44 MAPKs sur la survie des 

cellules pancréatiques tumorales humaines 

Comme les conséquences B court terme d'une inhibition des p42/p44 

MAPKs étaient non négligeables, nous avons vérifié l'effet d'une inhibition de 

cette voie de signalisation sur la suMe des cellules pancréatiques tumorales 

humaines. Les résultats de la figure 20 nous indiquent que le traitement 

prolongé (48h) des cellules MIA PaCa-2 (fig.20A) et des cellules BxPC-3 (fig. 



Figure 20. Effet de 19inhibition prolongée des p42/p44 MAPKs sur la 

survie des cellules pancréatiques tumorales humaines 

L 'ADN des cellules traitées pendant 24h, 48h ou 72h avec 0.001% 

DMSO (-) ou 20pM PD98059 a été extrait et 30pg ont 6te portes sur gel 

afin d 'être visualisés par coloration au bromure d 'éthidium. A. MIA 

PaCa-2 B. BxPC-3 C. PANC-1 





20B) cultivées en absence de sérurn avec 20pM & PD98059 a tésult6 en une 

fragmentation de l'ADN, un marqueur des cellules qui ont entamé un processus 

apoptotique (Loo et Rimmela, 1998). Les cellules PANC-1 semblent plus 

résistantes il cet&e concentration de PD98059 puisque le traitement 

n'occasionne aucune hgmentation de l'ADN même après 72h (fig. 2ûC). II 

est 8 noter qu'a l'exception des BxPC-3 (fig. 2OB). les cellules privées de 

facteurs de croissance exogénes ne montrent aucune fbgmentation de l'ADN 

suggérant qu'elles sont aptes & survivre dans de telles conditions. Une autre 

observation importante est la protection contre cette fragmentation de l'ADN 

apportée par aussi peu que 1% sérum, mais aussi par 10% sérum (fig. 20A). 

La réponse apoptotique des cellules MIA PaCa-2 au PD98059 semble 

requérir un certain niveau d'inhibition des p42Ip44 MAPKs ainsi qu'une durée 

minimum de cette inhibition. En effet, la figure 2 1 A nous montre les degrés 

d'inhibition des p4Up44 MAPKs atteints par des concentrations croissantes de 

PD98059 après 48h de traitement des cellules MIA PaCa-2 (5% d'inhibition 

par 5pM de PD98059,49% par I OpM, 78% par 15pM et 64% par 20pM). Ces 

degrés d'inhibition concordent avec la fragmentation de l'ADN obse~ée après 

48h de traitement avec ces mêmes concentrations d'inhibiteur (fig. 21B) où 

l'on observe de la fragmentation de I'ADN qu'à partir de lSpM de PD98059. 

Cela suggère qu'il existe un seuil d'activité p4Up44 MAPKs qui détermine si 

la cellule entre dans un processus apoptotique ou si elle demeure viable. Un 



Figure 21. Effet do niveau et de h durée de I'iahibition des p42/p44 

MAPKs sur la réponse apoptotique observée dans les ceUules 

pancrbatiques tumoraks humaines MIA PaCa-2 suite au traitement 

avec le PD98û59 

Les cellules ont été traitées pendant 48h avec 0.001% DMSO (O) ou avec 

des concentrations croissantes de PD98059 A. 40pg de protéines issus 

des cellules traitees ont été séparés par SDS-PAGE 10% et 1 'activité des 

p42/p44 MAPKs a et6 analysee (anticorps 1/500). B. L 'ADN des 

cellules traitées a été extrait et 30pg ont été portés sur gel d 'agarose 

1.5% afin d 'être visualisés par coloration au bromure d 'éthidium. C. 

Les celluies ont été traitées 48h avec 0.001% DMSO, 20pM PD98059 

ou 24h avec 20pM PD98059 puis rincées deux fois avec du milieu sans 

FBS et réincubées pour une période de 24h avec 0.001% DMSO. 30pg 

d 'ADN des cellules traitées ont et6 portés sur gel d 'agarose 1.5% et 

visualisés par coloration au bromure d 'kthidiurn. 





petit test nous a pennis de conclure qu'une inhibition prolongée des p4Up44 

W K s  était nécessaire pour diriger les cellules vers la mort cellulaire 

programmée. D'une part, aucune hgmentation de I'ADN n'a étd visualisée 

après 24h de traitement au PD98059 ( fig. 20A). D'autre part, si on tmite les 

cellules pendant 24h avec le PD98059, qu'on rince convenablement avec du 

milieu sans sérum et qu'on réincube les cellules dans du milieu exempt de 

sérum pendant une seconde période de 24h, aucune fkagmentation de l'ADN 

n'est observée (fig. 21 C). 

10. Effet d'une inhibition des p4Up44 MAPKs sur l'activité des autres cascades 

MAPKs 

Le peu d'études suggérant un rôle des p42/!p44 MAPKs dans la survie 

cellulaire démontrent, la plupart du temps, que c'est une balance des différentes 

cascades MAPKs qui détermine le devenir de la cellule : les p42/p44 MAPKs 

promouvant la suMe cellulaire et les p38 MAPK et JNKs favorisant la mort 

cellulaire programmée (Xia et al., 1995). Pour s'assurer que la hgmentation 

de I'ADN obsewde suite au traitement des cellules avec le PD98059 n'&ait pas 

une conséquence de l'activation d'une autre cascade MAPK, nous avons dose 

l'activité de la p38 MAPK et des JNKs dans les cellules traitées avec le 

PD98059. Comme on peut le voir à la figure 22, aucune modulation de 

l'activité de la p38 MAPK (fig. 22A) et des INKs (fig. 22B) n'a ét6 détectée 



Figure 22. Effet de l'inhibition des p42Ip44 MAPKs sur 1 'activiti de 

Ia p38 MAPK et des JNKs dans les ceUules MU PaCa-2 

A. Les cellules ont et6 traitées avec 0.01% DMSO ( 0 )  ou 20pM 

PD98059 pendant 16h, lysées puis la p38 MAPK a 6tt5 immunoprécipitée 

à 1 'aide d 'un anticorps spécifique (8/1000). L 'activité kinase a pu être 

évaluée par la mesure de 1 'ATJ2P incorporé dans le MBP (myelin basic 

protein) utilisé comme substrat et visualisé par autoradiographie. B. Les 

cellules ont été traitées 16h, 24h, et 48h avec 0.001% DMSO, 20pM 

PD98059 I 20pM SB20358O,ly&s, JNK a été précipitée à 1 'aide de la 

protéine de fusion c-jun-gst et 1 'activité a été dosée en évaluant la 

radioactivité   AT^ 2P ) incorporée dans c-j un-gst par autoradiographie. 





dans nos cellules mises en présence de PD98059. Pour le dosage de l'activité 

des JWb, le SB203580, un inhibiteur spécifique de la p38 M A X  (Lx el al., 

1994), stimule l'activite des JNK dans les cellules MIA PaCa-2 d'une manière 

encore incormue, et, pour cette raison, il a kté utilid comme contrôle positif 

d'une activité JNK. 

1 1. Effet de l'inhibition des p4Up44 MAPKs sur l'expression des homologues 

BcI-2 

Les homologues Bcl-2 constituent une famille de protéines centrales 

dans la régulation de la mort cellulaire programmée. On sait que le ratio entre 

les membres anti-apoptotiques et pro-apoptotiques de cette fiunille de protéines 

influence le devenir de la cellule (Farrow et Brown, 1996). Ainsi, de 

décortiqué le processus d'apoptose que l'on a observé et afin d'en élucider les 

mécanismes, nous avons déterminé si le PD98059 influençait l'expression de 

plusieurs homologues Bcl-2. 

Le traitement des cellules pancréatiques tumorales humsines MIA PaCa- 

2 au PD98059 a affecté le niveau d'expression de tous les membres Bcl-2 anti- 

apoptotiques analysés (fig. 23) : le niveau d'expression de Bcl-2 a été diminué 

de 32%, 38% et 39% après 16hy 24h, et 48h de traitement avec le PD98059, 

celle de B&XL de 74%, 45%¶ et 61%, celle de Mcl-1 de 28%, 57% et 71% et 



Figure 23. Régulation de 1 'expression des prot4ints anti- 

apoptotiques par le PD98059 dans ks cellules M U  PaCa-2 

Les cellules ont été traitdes pendant 16h 24h ou 48h avec 0.001% 

DMSO (-) ou 201M PD98059 A. 60pg de proteines issus des cellules 

traitées ont été séparés par SDS-PAGE 12.5% et 1 'expression de Bcl-2 

(1/1000), Bcl-X, (1/1000), McCl(11200) et Bag-l (1/1000) a été 

évaluée. B. Représentation graphique exprimée en pourcentage par 

rapport à chacun des contrôles de la variation d 'expression des 

différents homologues anti-apoptotiques en fonction du temps. 





Figure 24. Régulation de 1 'expression des homologues pro- 

apoptotiques Bel-2 par le PD9%059 dans les celluks MU PiCa-2 

Les cellules ont &té traitées pendant 16h, 24h ou 48h avec 0.001% 

DMSO (-) ou 2OpM PD98059 A. 60pg de protéines issus des cellules 

traitées ont été séparés par SDS-PAGE 12.5% et 1 'expression de Bax 

(1/1000), Bak (1/10ûû) et Bad (1/1000) a été évaluée. B. Représentation 

graphique exprimée en pourcentage par rapport à chacun des contrôles 

de la variation d 'expression des diff&ents homologues pro-apoptotiques 

en fonction du temps. 
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finalement, le niveau d'expression & Bag-1, une prothe liant Bcl-2 bien 

connu pour ces effets anti-apoptotiques, a été diminuée de 42%' 18% et 26% 

après 16h, 24h et 48h d'incubation avec l'inhibiteur de la MEK. 

Quant aux homologues pro-apoptotiques Bax, Bak et Bad, leur niveau 

d'expression a varié beaucoup moins que celle des membres mti-apoptotiques 

(fig. 24). Le niveau d'expression de Bax ne semble pas avoir varié. 

Néanmoins, on observe une augmentation d'environ 50% du niveau 

d'expression de Bak après 16h de traitement avec le PD98059 qui revient au 

niveau contrôle à 48h, tandis que le niveau d'expression de Bad diminue 

d'environ 50% après 16h de traitement, augmente d'environ 25% après 24h et 

finalement, culmine après 48h en présence de PD98059 (expression de 50% 

supérieure au contrôle non-traité). 

12. Effet du traitement des cellules MIA PaCa-2 au PD98059 sur l'activité des 

caspases 

Les caspases sont considérées comme la machinerie protéolytique de 

l'apoptose. Nos efforts se sont donc orientés vers la mesure d'une activité 

caspase afin d'évaluer leur implication dans l'apoptose observée suite au 

traitement des cellules avec le PD98059. 



Les résultats de la figure 25 démontrent que le traitement des cellules au 

PD98059 n'a pas induit d'activitk de la famille CASP-1 après 24h et 48h (fig. 

25A), mais a accru celle de la M e  CASP-3 de prts de deux fois dans les 

cellules traitkes pendant 24h au PD98059 et de quatre fois daas les cellules 

traitées pendant 48h (fig. 25B). Pour confirmer qu'il s'agissait bien d'une 

activité de la famille CASP-3 que nous dosions, nous avons ajoute lors du 

dosage un inhibiteur de la famille CASP-3, le z-DEVIEfmk à un échantillon 

traité pendant 48h avec le PD98059. Cela a eu pour effet de bloquer 

complètement l'activité de type caspase-3 induite par le PD98059 (fig.25C). 

Les caspases actives peuvent hydrolyser plusieurs substrats dont 

l'enzyme de réparation de l'ADN, la poly(ADP)-ribose polymenise (PARP) qui 

s'avère plus spécifiquement un substrat des caspases -3 et -7 in vivo (Lazebnik 

et al., 1994, Salvesen et Dixit, 1997). A l'aide d'un anticorps qui recomait la 

forme non clivée (1 13 kDa) et clivée (89kDa) de la PARP, nous avons observe 

un clivage de cette enzyme lors du traitement des cellules MiA PaCa-2 pendant 

48h avec le PD98059 (fig. 26). Ce résultat suggere fortement que l'activité 

CASP-3 induite par le PD98059 (fig. 25B) conduit au clivage de la PARP qui 

ne peut désormais accomplir sa fonction de réparation de l'ADN. De plus, 

comme c'&ait le cas lors de la hgmention de l'ADN, l'ajout de sérum 1% 

(fig. 26A) ou 10% (fig.26B) a inhibé partiellement ou complètement le clivage 

de la PARP appuyant l'idée que les voies de sigoalisation activées par le sérum 



Figure 25. Effet du traitemeat des cellules MU PaCa-2 au PD9&059 

sur 1 'activité de In famille CASP-1 et CASP-3 

Les cellules ont été traitées pendant 24h ou 48h avec 0.001% DMSO ou 

20pM PD98059.25pg de protéines des lysats cellulaires ont dté incubées 

avec 20pM de Ac-WAD-AMC (substrat de la famille CASP- 1) (A.) ou 

de Ac-DEVD-AMC (substrat de la famille CASP-3) (Be) et I'émission 

émis par le peptide fluorogénique AMC libérd suite à une activité 

caspase a été mesurée grâce ii un spectrofluorom&tre. Ce 25pg de 

protéines des cellules traitées avec le PD pendant 48h ont été incubées 

avec 50pM de z-DEVD-fi& (un inhibiteur de la famille CASP-3) 

pendant le dosage effectué comme décrit cihaut. 
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Figure 26. Effet du PD98059 sur 1 'erpression de la poly(ADP)- 

ribose polymCrase (PARP) chez les ceilules MIA PaCa-2 

Les cellules ont été traitées pendant 16h, 24, ou 48h avec 0.001 % DMSO 

(-) ou 20pM PD98059 * 1% FBS (A.) ou 10% FBS (B). 60pg de 

protéines des cellules traitées ont été séparés par SDS-PAGE 7.5% et 

analysés par immunobuvardage à 1 'aide d 'un anticorps qui reconnaît les 

formes non clivé et clivee de la PARP (1/10000). 





procurent une protection contre l'apoptose induite par le traitement des cellules 

au PD98059. 

Pour conthmer le rôle des caspases dans l'induction de l'apoptose 

induite par le PD98059, nous avons traité les cellules avec des inhibiteurs de 

caspases. L'inhibiteur de la f h l l e  de la CASP-3, le z-DEVD-fmk (50pM et 

100pM), a réduit significativement la Sagrnatation de l'ADN causée par un 

traitement des cellules MI. PaCa-2 au PD98059 pendant 48h, tandis que 

l'inhibiteur de la famille de la CASP-1, le z-VAD-fmk, n'a eu qu'un effet 

partiel à une concentration de IOpM, mais a bloque complètement la 

fiagrnentation de l'ADN lorsqu'utilisé à une concentration de 50pM (fig. 27). 

De plus, la combinaison des deux inhibiteurs aux plus faibles concentrations 

utilisées (SOpM z-DEVD-fi& + lOpM z-VAD-nnk), a protégé complètement 

les cellules contre la hgmentation de l'ADN induite par le PD98059. 

13.EEet d'une inhibition des cyclooxygénases sur la survie des cellules MIA 

PaCa-2 

Le PD98059 a d'abord étd décrit comme un inhibiteur spécifique des 

MEKIR (Alessi et al., 1995; Dudley et ai., 1995). Cependant, une &ude 

récente a démontré que l'inhibiteur etait capable d'inhiber l'activité des 



Figure 27. Effet des inhibiteurs des famüles CASP-1 et CASP-3 sur 

la frrgmentatioa de 1 'ADN observée suite au traitement des cellules 

MlLA PaCa-2 au PD98059 

Les cellules ont été traitdes pendant 48h avec 0.001% DMSO, 20pM 

PD98059 k 50pM z-DEVD-fhk (inhibiteur de la famille CASP-3)' 

100pM z-DEVD-fi&, lOpM z-VAD-fmk (inhibiteur de la famille 

CASP-1), 50pM Z-VAD-fink OU SOpM z-DEVD-nnk + 10pM Z-VAD- 

fmk puis 1 'ADN a été extrait et 30pg ont et6 portés sur gel d 'agarose 

1.5% afm d 'être visualisés par coloration au bromure d 'ethidium. 





cyclooxygdnases 1 (COX-1) et 2 (COX-2) purifiëes des plaquettes humaines 

(B6rsch-Haubold et ai., 1998). De plus, l'inhibition des COXs a déjà et6 

associée a l'apoptose dans une lignée cellulaire tumorale prostetique humaine 

(Liu et al., 1998)' dans les xénopffes de cancers gastriques (Sawaoka et al., 

1998) et dans les cellules épithéliales intesfinales (Tsujii et DuBois, 1995). 

Étant donné ces résultats, nous nous devions de vérifier le rôle potentiel de 

l'inhibition des COXs dans l'induction de l'apoptose daas les cellules 

pancréatiques tumorales humaines traitees avec le PD98059. Pour ce faire, 

nous avons employé un inhibiteur spécifique de la COX-2, le NS398, ainsi 

qu'un inhibiteur non sélectif des COX-1 et COX-2, I'indométhacine. Les 

concentrations utilisées pour chacun des inhibiteurs ont déjà été montrées pour 

inhiber complètement l'activité des COXs (hm et d., 1998). En plus d'une 

absence d'effet sur l'incorporation de 3~-thymidine (fig. 28A), le traitement 

des cellules pendant 48h au NS398 ou A I'indométhacine n'a jamais cause le 

clivage de la PARP (fig. 28B). Ainsi, même si le PD98059 peut inhiber 

l'activité des COXs, cet effet n'est pas la cause de I'apoptose observée suite au 

traitement des celIuks avec l'inhibiteur de la MEK. 



Figin 2û. Effet d'une inhibition des cycIooxyg6mses, COX-1 et 

COX-2, sur Ir viabiütb des cellules MU PaCa-2 

A. Les cellules ont été stimulées pendant 22h avec 0.001% DMSO, 

10pM NS398 (inhibiteur de la COX-2) * 1% FBS ou 1pM 

indométhacine (inhibiteur non sélectif des COXs) î 1 % FBS . Durant 

les deux dernières heures, 1pCi de 3H-thymidine a été ajouté afin de 

procéder à une mesure de la réinitiation de synthèse d 'ADN. Les 

résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au contrôle stimulé 

avec le 0.001% DMSO. B. 40pg de protéines des lysats de cellules 

traitées pendant 48h avec 0.001% DMSO, 20pM PD98059, 10pM 

NS398, SOpM NS398, 1 FM indométhacine, 5pM indométhacine ont été 

séparés par SDS-PAGE 7.5% et analysés par imrnunobuvardage 4 I 'aide 

d 'un anticorps dirigé contre la PARP (1 /lûûûû). 
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14. Effet d'une hyperactivation des p42/p44 MAPKs sur l'apoptose induite par 

le PD98059 

Nous avons démontré jusqu'à présent que l'inhibition prolongée des 

p42Ip44 MAPKs menait a la mort cellulaire programmée. Si tous les effets 

observés sont effectivement sous la ddpendance de I'activitd des p42/p44 

MAPKs, il est logique de penser qu'une hyperactivatioa de celles-ci préviendra 

l'apoptose causée par le PD98059. 

Dans le but de prouver le rôle des p42Ip44 MAPKs dans le processus 

d'apoptose occasionné par un traitement des cellules MIA PaCa-2 au PD98059, 

nous avons stimulé les p421p44 MAPKs à l'aide du SB203580, un inhibiteur de 

la p38 MAPK (Lee et al., 1994)' mais qui stimule également, de façon 

soutenue, les p42/p44 MAPKs dans les cellules MIA PaCa-2 (fig. 29A). Ceci 

est en accord avec de récentes études démontrant que le SB203580 est apte à 

stimuler Raf-1 et à initier la cascade menant iî l'activation des p4Up44 MAPKs 

(Hall-Jackson et al., 1999; Kalmes et al., 1999). En plus d'indiquer que le 

PD98059 inhibe de façon prolongée (Mh, 24h et 48h) l'activité des p421p44 

MAPKs (mais sans l'inhiber complètement; en effet une exposition supérieure 

du film nous permettrait de distinguer également la p44 MAPK qui semble ici 

complètement inhibée par le PD98059), la figure 29A nous indique que 



Figure 29. Effet d i  SB2035ûû sur I'activitC des plWp44 MAPICI, s ir 

la fmgmentaüon de I 'ADN et sur I'expmion dm homologues Bel-2 

dans les cellules MIA PaCa-2 traitées au PD9%OS9 

A. 60pg des protéines des lysats des cellules stimulées pendant 16h 24h 

ou 48h avec 0.001% DMSO (O), 20pM PD98059 * 20pM SB203580 ont 

été séparés par SDS-PAGE 10% et analysés par immunobuvardage avec 

un anticorps qui reconnaît la forme phosphorylde des p42/p44 MAPKs 

(11500). B. 30pg d 'ADN des cellules trait& 48h avec 0.001% DMSO, 

20pM PD98059 20pM SB203580 ont ét6 visualisés par coloration au 

bromure d 'éthidium après avoir migré sur un gel d 'agarose 1.5%. C. 

60pg de protéines des lysats de cellules traitdes pendant 24h ou 48h avec 

0.001% DMSO, 20pM PD98059 * 20pM SB203580 ont ett! séparés par 

SDS-PAGE 12.5% et analysés par immunobuvardage à 1 'aide 

d 'anticorps qui reconnaissent Bcl-2 (111000), B&XL ( 1 / 1 0 )  et Mcl-1 

(1/200). 





l'activité p4Up44 MAPKs est menue au niveau contrôle lorsque les cellules 

ont été mises en prdsence des deux inhibiteurs, le PD98059 et le SB203580. 

Étant donné que le SB203580 surstimule de façon importante les p4Up44 

MAPKs, probablement que le PD98059 d une concentration de 20pM n'est pas 

sufisant pour rdduire I'activitd des p42/p44 MAPKs comme dans les cellules 

traitées au PD98059 seulement. Sûrement qu'une augmentation de la 

concentration de PD98059 dans les cellules traitées au SB203580 nous 

permettrait de reduite davantage I'activité des p42/p44 MAPKs amenée par une 

stimulation de Raf-1 (I#u le SB203580), mais il faut alors se méfier des trop 

fortes concentrations de PD98059 qui inhibent aussi la synthèse protéique. Au 

niveau de la fhgmentation de l'ADN, le SB203580 employd seul n'a pas eu 

d'effet et, en combinaison avec le PD98059, il a bloqué efficacement la 

hgmentation induite par ce dernier (fig. 29B). Cette stimulation des p4Up44 

MAPKs par le SB203580, en plus d'augmenter l'expression des homologues 

anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-XL et Mcl-1, a freiné la diminution d'expression 

de ces homologues entra5née par le traitement des cellules avec le PD98059 

(fig. 29C). A noter que seuls les homologues ayant variés lors du traitement 

avec le PD98059 ont été analysés. Le SB203580 a également affecté les 

caspases ; tout en laissant intacte l'activité de type CASP-1, il a inhibé de 30% 

l'activité de type CASP-3 induite par le PD98059 après 48h de traitement (fig. 

30A). De plus, il a prévenu efficacement le clivage de la PARP (fig. 30B). 



Figure 30. Effet du SB203580 sur 19activitd de la famille CASP-1 et 

de la CASP-3 ainsi que sur le clivage de la PARP induits par le 

PM059 dans les ceilules MIA PaCa-2 

A. Les cellules ont été traitées pendant 24h ou 48h avec 0.001% DMSO 

ou 20pM PD98059 k 20pM SB203580. 25pg de protéines ont été 

incubés avec 20pM de Ac-WAD-AMC, un substrat de la caspase-1 

(graphique du haut), ou de Ac-DEVD-AMC, un substrat de la caspase-3 

(graphique du bas), et l'émission émis par le peptide fluorogénique AMC 

libéré suite à une activité caspase a &té mesurée grâce à un 

spectrofluoromètre. B. 60pg de protéines des Iysats de cellules traitées 

pendant 16h, 24h ou 48h avec 0.001% DMSO (-), 20pM PD98059 * 
20pM SB203580 ont été s@arés par SDS-PAGE 7.5% et analysés par 

immunobuvardage a I 'aide d 'un anticorps dirigé contre la PARP 

( 1 4  0000). 



Activité CASP-I 

Activité CASP-3 



Une autre façon d'augmenter l'activité des p42/p44 MAPKs a impliqué 

la construction d'un clone stable de MIA PaCa-2 exprimant une MEK 

constitutivement active (MEK CA). Il est bon de mentionner ici que la MEK 

CA tire son activité constitutive par le fait que des acides aspartiques 

remplacent les sérines 218 et 222 habituellement phosphorylées par Raf et 

ainsi, ces acides aspartiques miment la charge négative nonnalement amenée 

par la phosphorylation de Raf-l (Pages et al., 1994). Comme l'inhibiteur 

PD98059, en se liant à la ME% inhibe sa phosphorylation par Raf (Alessi et 

al., 1995; Dudley et al., 1995)' on peut s'imaginer que le PD98059 aura plus de 

dificulté a inhiber une MEK qui ne dépend pas de sa phosphorylation par Raf 

pour être active. Agissant comme contrôles, un clone stable exprimant le 

vecteur vide pECE ainsi qu'un autre clone exprimant une MEK de type 

sauvage (MEK WT) ont été utilises. La figure 3 1A nous indique que 1- 

I'activite des p42/p44 MAPKs du clone MEK CA est supérieure à l'activité 

dans les clones pECE et MEK WT; 2- l'activité des p42/p44 MAPKs qui 

demeure suite au traitement du clone MEK CA avec le PD98059 est sumeure 

à l'activité des p42/p44 MAPKs dans les clones pECE et MEK WT traités au 

PD98059 et est comparable à l'activitd p42/p44 MAPKs du clone stable pECE 

non traité au PD98059; 3- les cellules exprimant la MEK CA semblent plus 

résistantes à l'effet du PD98059 utilisé a une concentration de 20pM car la 

fragmentation de l'ADN est moins importante que celle observée dans les 

cellules traitées au PD98059 et exprimant le vecteur vide @ECE) ou la MEK 



Figure 31. Effet dd'ua mutant constitutif actif de Ir MEKl sur Ir 

frapentation de I 'ADN induite par 20pM PD98059 dans les 

ceilules M U  PaCa-2 

Les cellules ont été co-transfectées de façon stable avec le vecteur de 

sélection pcDNA3 et le vecteur vide pECE vide, MEK WT ou MEK CA. 

A. 60pg de protéines issus des lysats des cellules trait& ou non avec 

20pM PD98059 pendant 48h ont ét6 séparés par SDS-PAGE 10% et 

analysés avec un anticorps (1/500) dirigé contre la forme active des 

pWp44 MAPKs B. Les différents clones ont été traités 48h avec 201M 

PD98059.301g d 'ADN extrait ont été portés sur gel d 'agarose 1.5% et 

visualisés par coloration au bromure d 'éthidium. C. 60pg de protéines 

issus des lysats des cellules traitées pendant 24h ou 48h au PD98059 ont 

été séparés par SDS-PAGE 7.5 % et analysés avec un anticorps 

(1 /10000) qui reconnaît la PARP. 



MEK CA/ MEK WTI pECEi 
pcDNA3 pcDNA3 pcDNA3 

pECE/ MEKWT/ MEKCN 
peDNA3 pcDNA3 pcDNA3 

pECEI MEKWTI MEKCN 
peDNA3 peDNA3 pcDNA3 

PD980592OpM: - - + + - + + - - + + 



WT (fig. 31B); 4- finalement, l'analyse de la PARP dans les différents clones 

(pECE, MEK WT et MEK CA) nous indique que l'expression d'une MEK CA 

a retardé son clivage d'enwon 24h (fig. 28C). 

15. Effet d'une inhibition du protéasome sur les cellules MIA PaCa-2 traitées 

au PD98059 

Jusqu'ici, nos résultats ont clairement démontré que c'est l'inhibition 

prolongée des p42Ip44 MAPICS qui est néfaste à la suMe des cellules 

pancréatiques tumorales humaines MIA PaCa-2. Puisque le phdnomène 

requiert un certain temps (entre 24h et 48h), cela suggère l'implication de la 

néosynthèse protdique ou encore de la dégradation proteique âans l'apoptose 

observée suite au traitement des cellules avec le PD98059. Pou vérifier ces 

possibilités, nous avons traité les cellules avec un inhibiteur de synthèse 

protéique, la cycloheximide, ainsi qu'avec un inhibiteur de protéasome, le 

LLnL (Palombella et al., 1994). Malheureusement, nous n'avons pu evaiuer 

l'implication de la néosynthèse protéique dans l'apoptose induite par un 

traitement prolongé au PD98059 puisque l'ajout de 20pg/ml de cyciohexirnide 

aux cellules a été suffisant pour induire une fragmentation de l'ADN (fig. 

32A). Cependant, l'ajout du PD98059 à ces cellules n'a pas augmente la 

fragmentation déjà observée. Quant au LLnL, aucune fhgmentation de l'ADN 

n'a été visualisée dans les cellules traitées avec cet inhibiteur de protéasorne et 



Figure 32. Effet de I'inbibition du pmt4asomt sur Ir frrigmentation 

de 1 'ADN et sur I 'expression des homologues BcI-2 anti- 

apoptotiques dans les ceiiules M U  PaCa-2 traitées au PD98059 

A. 30pg d 'ADN des cellules traitées 48h avec 0.001 % DMSO (O), 20pM 

PD98059 lSpM LLnL ont été visuaiisés par coloration au bromure 

d 'éthidium après avoir migré sur un gel d 'agarose 1.5%. B. 60pg de 

protéines des lysats de cellules traitées pendant 16h, 24h ou 48h avec 

0.001% DMSO, 20pM PD98059 151M LLnL ont été sépares par 

SDS-PAGE 12.5% et analysés par immunobuvarâage à 1 'aide 

d 'anticorps qui reconnaissent Bcl-2(1 / I O ) ,  Bcl-X, (1 / 1000) et Mcl-1 

(1/200). 



PD98M92OpM: - + O + - + 
LLnL 15pM: - - + + - O 

Cycloheximide 20 WmL: - - - .. + + 



surtout, il a complètement bloque la hgmentation de l'ADN induite par un 

traitement des cellules au PD98059 pendant 48h (fig. 32A). 

A h  de comprendre comment un inhibiteut de protéasorne pouvait 

protéger contre la mort cellulaire programmée suite ii une inhibition prolongée 

des p42/p44 MAPKs, nous avons évalué son effet sur l'expression des 

homologues anti-apoptotiques Bcl-2 ainsi que sur l'activite de la famille 

CASPJ. Tel que démontré a la figure 32B, l'addition du LLnL aux cellules 

traitées au PD98059 a eu pour effet d'accentuer la répression de l'expression 

des homologues Bcl-2 et Mcl-1. Cependant, l'expression de Bcl-XL a été 

partiellement rétablie. Encore une fois, seuls les homologues ayant variés au 

cours du traitement avec le PD98059 ont été évalués. De plus, le protéasorne 

semble impliqut! dans la régulation de l'activité CASP-3 puisque l'addition de 

LLnL aux cellules a prévenu l'activation de la famille CASP-3 induite par le 

PD98059 (fig. 33A) sans toucher à l'activité de type CASP-1. En accord avec 

ce résultat, le clivage de la PARP a été partiellement bloque par le LLnL après 

48h de traitement avec le PD98059 (fig. 33B). 



Figure 33. Effet de l'inhibition du protéasorne sur I'activitb de la 

famille CASP-1 et CASP-3 et sur 1 'expression de PARP dans les 

cellules MU PaCa-2 trriitées an PD-9 

A. Les cellules ont été traitées pendant 24h ou 48h avec 0.001% DMSO 

( 0 )  ou 20pM PD98059 * 15pM LLnL. 25pg de protéines ont et6 incubés 

avec 20pM de Ac-WAD-AMC, un substrat de la famille CASP-1 

(graphique du haut), ou de Ac-DEVD-AMC, un substrat de la fiunille 

CASP-3 (graphique du bas), et l'émission émise par le peptide 

fluorogénique AMC iibéré suite a une activité caspase a été mesurée 

grâce à un spectrofluorometre. B. 60pg de protéines des lysats de 

cellules traitées pendant 16h, 24h ou 48h avec 0.001% DMSO (-), 20pM 

PD98059 lSpM LLnL ont eté separés par SDS-PAGE 7.5% et 

analysés par imrnunobuvardage à 1 'aide d 'un anticorps dirigé contre la 

PARP (1110000). 



Activité CASP- 1 

Activité CASP-3 

DMSO 
PD 
LLnL 
LLnL+PD 

LLnL 15pM: - - - - - - + + + + + +  



16.Effet de la forskoline + IBMX sur la viabilit6 des cellules pancrtktiqws 

tumorales humaines h6LA PaCa-2 

Dans la première partie de mon travail, j'ai décrit comment la forskoline 

+ IBMX arrivaient il inhiber la prolifiion cellulaire : via l'inhibition des 

p42/p44 MAPKs et l'expression &v& de l'inhibiteur du cycle cellulaire 

p27K@1 . Comme on peut le constater, il s'agit pratiquement des mêmes effets 

que ceux occasionnés par le traitement des cellules au PD98059. Nous 

pouvons donc nous demander si la forskoline + IBMX n'induiraient pas 

l'apoptose dans les cellules MIA PaCa-2. Pour vérifier cela, nous avons traité 

les cellules avec ces agents pendant 48h, temps requis par le PD98059 pour 

induire une fhgmentation de l'ADN. La figure 34A nous confirme que la 

forskoline + IBMX bloquent les cellules en phase G1 du cycle cellulaire (fig. 

9B) sans les entraîner dans un programme apoptotique. 



Figure 34. Effet de Ir fonkoünc + IBMX (F + 1) sur la vîabilitt des 

cellules MIA PaCa-2 

A. Les cellules ont été traitées pendant 24h ou 48h avec 0.001% DMSO 

( )  20pM PD98059 ou 4~glrnL de forskoline + 1m.M IBMX. 30pg de 

1 'ADN extrait des cellules traitées ont été portes sur gel d 'agarose 1.5% 

et visualisés par coloration au bromure d 'éthidium. B. 30pg de 

protéines des lysais de cellules traitées pendant 24h ou 48h avec 0.001% 

DMSO (-), 20pM PD98059 ou 4pgh.L de forskoline + 1mM IBMX ont 

été séparés par SDS-PAGE 10% et analyses par immunobuvardage à 

1 'aide d 'un anticorps spécifique aux p4Up44 MAPKs actives (1/500). 





CHAPITRE IV 

DISCUSSION 

1. Inhibition de la prolifération des cellules pancréatiques tumorales humaines 

PANC-I et MXA PaCa-2 par l ' M c  

En utilisant la forkoline, un activateur de l'adénylyl cyclase (Seamon et 

Daly, 1986)' et I'IBMX, un inhibiteur de phosphodiestérases (Parsons et al., 

1988), nous avons démontré que le traitement des cellules PANC-1 et MIA 

PaCa-2 avec la combinaison de ces agents résultait en l'inhibition de la 

prolifération cellulaire confirmée par la méthode de croissance clonale (fig. 8). 

Ce blocage de la prolifération résulte d'un arrêt en phase G1 du cycle cellulaire 

puisque le traitement des cellules PANC-1 et MIA PaCa-2 avec la fonkoline + 

IBMX inhibe la réinitiation de la synthèse d'ADN (fig. 9) et réduit les niveaux 

de phosphorylation de pRb et pl30 (fig. 10). 

Aussi, nous avons montre que la forskoline + lBMX bloque de façon 

soutenue (pendant au moins 2h) l'activité des p42/p44 MAPKs observée en 

absence et en présence de sérum (fig. 11). Comme je l'ai décrit dans 

l'introduction, l'activation de ces kinases est nécessaire il la prolifération des 

cellules (Robinson et Cobb, 1997). Ces résultats sont en accord avec d'autres 

études démontrant l'effet inhibiteur de 1'AMPc sur l'activité des p42/p44 



MAPKs (Chen et Iyengar, 1994; Matollsovic et ai., 1995). En effa des 

travaux ont démontré que I'AMPc peut prévenir l'activation de Raf-1 par Ras 

(Cook et McComiick. 1993; D'Ange10 et al., 1997). Cela serait rendu possible 

grâce a l'intervention de la prot6ine kinase A (PU) qui est activée par 1'AMPc 

(Walsh et al., 1968). En effet, il a été démontré que la PKA phosphorylait, in 

vitro et in vivo, Raf-1 (Hsirner et al, 1994) sur la sérine 43 située dans le 

domaine régulateur réduisant ainsi l'affinitd de Raf-1 pour Ras (Wu et al., 

1993). Nos résultats semblent donc en accord avec un tel mécanisme d'action 

de I'AMPc dans l'inhibition des p42Ip44 MAPKs, mais nécessiteraient la 

confurnation par le dosage des activités des activateurs en amont des p4Up44 - 

MAPKs soit le dosage de Ras, M e t  MEK. Ce qu'on observe dans les cellules 

pancréatiques tumorales humaines differe cependant des résultats obtenus dans 

les fibroblastes de hamster CCL39 où l'augmentation des concentrations 

intracellulaires d' AMPc décalait la cinetique d'activation des p42fp44 MAPKs 

sans pour autant inhiber la voie (McKenzie et Pouysségur, 1996). 

Malheureusement, cet effet de 1'AMPc n'a pu être confïnn6 dans des 

cellules pancréatiques normales. Malgré le f i t  que les agents utilisés sont 

connus pour augmenter les concentrations intracellulaires d'AMPc dans les 

acini pancréatiques de rat (Larose et al., 1989), une très légère inhibition de 

l'activité des p42/p44 MAPKs stimulées par la caeruléine a éte observée dans 

les acini pré-incubés avec la forskoline + IBMX tandis qu'une stimulation de 

ces enzymes est survenue lors de la pré-incubation des cellules avec la &crétine 



(fig. 18). Pour expliquer en partie ces rtsultsts, soulignons le fait que les 

PANC-1 et MIA PaCa-2 sont des cellules pcréatiques tumodes humaines 

d'origine ductale (Lieber et d., 1975; Yunis et al., 1977). Donc, en plus de 

provenir d'une autre espèce, le rat, les acini normaux différent de par leur 

origine cellulaire. Il est possible que la régulation des Cvénements 

intracellulaires induits par 1'AMPc varient d'une espèce à l'autre et d'une . 

origine cellulaire à l'autre. Quant à l'effet de la sécrétine qui accroît l'activité 

des p42/p44 MAPKs dans les acini non stimulés et stimulés par la caeniléine, 

rappelons que la &rétine potentialise l'effet trophique de la caemléine sur le 

pancréas exocrine de rat (Sarfati et d., 1985; Solomon et al., 1983). Étant 

donné leur rôle important dans la prolifhtion cellulaire, les p42/p44 MAPKs 

pourraient être un moyen par lequel la sécrétine potentialise l'effet de la 

caeruléine sur la croissance pancréatique. 

Pour réellement vérifier le rôle de l'inhibition des p42/p44 MAPKs dans 

l'action antimitogénique de I'AMPc, nous avons cotransfecté un mutant 

constitutif actif de la MEKl avec le gène rapporteur E2F-luciférase, gène 

rapporteur indicatif de prolifération cellulaire. Tel que démontrt à la figure 17, 

l'expression de ce mutant n'affecte pas I'effet inhibiteur de la forskoline + 

IBMX sur l'activité du gène rapporteur E2F-luciférase. Cela suggère que 

I'AMPc possède d'autres cibles cellulaires impliquées dans le contrôle de la 

prolifëriition, comme par exemple les protéines du cycle cellulaire. 



Nous avons aussi ddmontré que le traitement des cellules PANC-I et 

MIA PaCa-2 avec la forskoline + IBMX n'influence pas l'expression des 

cyclines DI et E (fig. 12). Ceci est en opposition avec des résultats obtenus 

dans les fibroblastes de hamster CCL39 où l'AMPc bloquait l'augmentation de 

l'expression de la cycline Dl induite par les fàctem de croissance (L'Allemain 

et al., 1997). En réalité, dans les cellules PANC- I et MIA PaCa-2, l'expression 

de la cycline Dl semble tlevée même en absence de sérum et semble très peu 

modulable. Une surexpression de la cycline Dl a déjà et6 observée dans des 

carcinomes pancréatiques humains et s'est avdrée reliée à un pauvre pronostic 

de survie (Gansauge et al., 1997). Ainsi, la surexpression de la cycline Dl 

représente probablement un moyen par lequel les cellules prolifeent d'une 

façon anarchique. De plus, il ne faut pas oublier que les cellules PANC-1 et 

MIA PaCa-2, même en absence de sérum, démontrent des signes de 

prolifération cellulaire (fig. 9 et Freeman et d., 1995). Ainsi, même si les 

cellules ont subi une privation en sérum pendant 48h, elles ne sont donc pas 

synchronisées et arrêtees en phase G1 du cycle cellulaire et par conséquent, une 

augmentation de l'expression de la cycline Dl normalement entraînée par le 

s é m  lors de la transition des cellules de la phase G1 vers la phase S ne peut 

êîre visualisée puisque les cellules progressent ddja daris le cycle c e l l u l ~ .  

Dans ce travail, nous avons également démontré que la forskoline + 

IBMX 1- accentuaient l'expression de l'inhibiteur du cycle cellulaire p27KP' 

dans les cellules privées de sénun et 2- Moquaient la degradation de cet 



inhibiteur nodement  observée suite d une stimulation mitogénique (fig. 13). 

Cela concorde avec des résultats ant6rieurs indiquant que p27K@1 jouait un rôle 

important dans l'inhibition & la prolif2ration causée par l ' M c  dans les 

fibroblastes (L'AlIemain et ai., 1997) et dans les macrophages (Kato et al., 

1994). Nos résultats n'indiquent cependant pas si la forskoline + IBMX 

agissent en inhibant la dégradation (Pagano et a', 1995), en augmentant la 

synthèse de p27w' (Hengst et Reed, 19%) ou encore s'ils agissent aux deux 

niveaux comme le f&t le 8Br-AMPc (un analogue penneable de 1'AMPc) dans 

les macrophages (Kato et al., 1994). 

L'activité cdk2 est aussi affectée par un traitement des cellules, privées 

et stimulées au sérum, A la forskoline + IBMX (fig. 15A. et 16A). Nos résultats 

suggèrent que l'inhibiteur p27Kc' participe à l'inhibition de l'activitd cdk2 

causée par un tel traitement. En effet, la figure 16C nous indique que 

l'expression de p27Ki' par rapport à celle de cdk2 ne varie pas dans les lysats 

totaux des cellu1es non stimulées au sérum lors du traitement a la forskoline + 

IBMX. Cependant, lorsque l'on jette un coup d'œil sur ia quantité de ~ 2 7 ~ '  

coimmunoprécipité avec cdk2, on constate que la forskoline + lBMX favorisent 

l'association de I'inhibiteur a cdk2. Dans les cellules stimulées au sérum, 

l'ajout de forskoline + IBMX permet d'élever le ratio p27K@1 : cdk2 à 4 : 1 dans 

les lysats totaux, tandis que dans les immunoprécipités cdk2, le ratio est de 2.5 : 

1. Cela suggère que la majorité des protéines ~ 2 7 ~ "  sont associées à cdk2 

dans les cellules stimulées au sérum et traitées avec fa forskoline + IBMX sans 



toutefois exclure la possibilité que des inhibiteurs ~ 2 7 ~ '  pewent être lies & 

d'autres complexes comme celui de la cycline D/cdk4 ou encore peuvent êîre 

demeurés non-associés. 

Finalement, pour confirmer le rôle cl6 de ~ 2 7 ~ ~ ~ '  dans l'inhibition de la 

prolifMon entraînée par la forskoline + IBMX, la figure 17 nous indique que 

la simple surexpression de l'inhibiteur dans nos cellules pancréatiques 

tumorales humaines est suffisante pour bloquer complètement les cellules en 

phase G1 du cycle cellulaire, alors que I'expression d'une MEK CA n'arrive 

pas à empêcher cet mêt en phase G1 causée par un traitement des cellules a la 

forskoline + IBMX. Ces résultais suggèrent que 1- I'inhibition des p4Up44 

MAPKs n'est pas nécessaire pour l'inhibition de la prolifhtion causée par la 

forskoline + IBMX et que, 2- contrairement a cextaines études démontrant un 

rôle des p42/p44 MAPKs dans la diminution de l'expression de p27KP1 

(Aiessandrini et al., 1997; Greulich et Erickson, 1998; Kawada et al., 1997; 

KerkhofT' et Rapp, 1998; Rivard et al., 1999)' la régulation de t'inhibiteur 

~ 2 7 ~ ' ~ '  par la forskoline + IBMX dans les cellules pancréatiques tumorales 

humaines semble, du moins en partie, indépendante des PQ2/p44 MAPKs. 

2. Le TGFB inhibe partiellement la prolifëiation des cellules PANC-1 

Le TGFP a préalablement été décrit comme un excellent inhibiteur de la 

prolifération des cellules d'origine épithéliale (Hartsough et Mulder, 1997). De 



plus, ses mécanismes d'action au niveau des protéines impliquks dans le 

contrôle de la prolifetation sont relativement bien connus. Dans les cellules 

épithéliales iatestiaales de nit IEC-6, le TGFB inhibe la synthèse de la cycline 

Dl ce qui a pour conséquence de réduire la forniaton de complexe cycline Dl- 

cdk4 et ainsi de diminuer l'activité & ce complexe (Ko et al., 1998). Dans les 

cellules épithéliales de poumons de vison, le TGFB inhibe l'expression de cdk4 

supprimant l'activité du complexe cycline Dcdk4 et libérant des inhibiteurs 

p27Kip' qui peuvent alors bloquer l'activité de d'autres complexes cycline-cdk 

(Ewen et al., 1993). Toujours dans ce même type cellulaire, l'augmentation de 

l'expression de l'inhibiteur p15MK4B suite au traitement des cellules avec le 

TGFP a pour effet de déplacer p27kp1 du complexe cycline Dl-cdk4/6 vers 

celui de la cycline E-cdk2 pour pemettre l'inhibition de I'activitd de ce dernier 

complexe (Polyak et al., 1994). Dans les kératinocytes (Hannon et Beach, 

1994), dans les cellules épithéliales de poumon de vison (Reynisdottir et al., 

1995) et dans les cellules épithéliales mammaires humaines (Sandhu et al., 

1997), la surexpression importante de l'inhibiteur p 15 M 4 B  amenée par le 

TGFP lie &4/6 et bloque par le fait même la prolifération cellulaire. 

L'augmentation de l'expression de p21Cw joue &gaiement un rôle dans 

l'inhibition de la prolifération des cellules MvlLu (Reynisdottir et al., 1995). 

Finalement, dans les cellules épithéliales mammaires humaines, c'est 



l'inhibition de l'expression de la phosphatase activatrice d a  cdk, la cdc25& 

qui medie l'effet anti-prolifMif du TGFB (Iavarone et Massague, 1997). 

Nos &ultats démontrent que le TGF$ inhibe partiellement l'effet du 

senun 1% sur la prolifération, au terme de cinq jours, des cellules 

pancréatiques tumorales humaines PANC-1 (fig. 8A). Au niveau de la 

réinitiation de la synthèse d'ADN, la cytokine a' influence pas 1' incorporation 

de 3~-thymidine dans les cellules privks de sérum, mais réduit de près de 50% 

l'incorporation de '~-th~midine normalement observée dans les cellules 

PANC-I stimulk au sérum pendant 22h (fig. 9A). Quant aux protéines de la 

famille de pRb, pRb et p130, le TGFB empêche l'augmentation des niveaux 

d'hyperphosphorylation normalement entraînée par le sérum 1% (fig. 1 OA). 

Les protéines régulairices de la prolifération affectées par le TGFP 

different de celles impliquées dans l'arrêt en phase G1 medié par la forskoline 

+ IBMX. En effet, le TGFP n'influence pas l'activité des p42/p44 MAPKs ni 

le patron d'expression de l'inhibiteur p27K" (fig. 1 1A et 13A). Contrairement 

à ce qui a déjà été obsene dans les cellules mammaires (Iavamne et Massague, 

1997), aucune variation dans l'expression de cdc25A n'a pu être décelée suite 

au traitement des cellules PANC-1 avec le TGFf3. Nos résultats n'excluent 

cependant pas la possibilité que l'activité de cdc25A a pu être régularisée suite 

au traitement des cellules avec le TGFB. En effet, très peu d'études 

démontrent une régulation de cdc25A autre que sa régulation via son 



expnssion, mais de récentes données suggèrent que I'BCfivitk de cdcZ5A 

pourrait ê e  régularisée positivement via sa phosphorylation au cours de la 

progression vers la phase S (Hofanan et d , 1994). Plus précisément, Pim 1, un 

oncogène codant pour une s&he/thtéonine kinase a récemment et6 identifite 

comme liant et phosphorylant cdc25A in v i m  a in vivo et ayant pour effet 

d'augmenter l'activité phosphatase de cdc25A (Mochizuki et al., 1999). Les 

effets majeurs de la cytokine semble reposer sur la surexpression de l'inhibiteur 

pl s~~~ dans les cellules stimulees avec le sérum et la surexpression de p2lCP1 

dans les cellules à la fois privées de sérum et stimultks par le sérum pendant 

16h (fig. 13A). Ces résultats ne sont pas en total désaccord avec ce qu'on 

obtient en réinitiation de la synthèse d'ADN où le TGFP inhibe que 

partiellement l'incorporation de '~-th~rnidi.ne des cellules stimulées au sérum. 

On peut imaginer un système où la surexpression de p21CC' observée dans les 

cellules privées de sérum n'est pas tout-a-fait suffisante pour bloquer 

l'incorporation de 3~-thymidine dans ces cellules. Cependant, lorsque pl 5 INK~B 

se met de la partie (dans les cellules stimulées avec le sérum) les deux 

inhibiteurs réussissent à dàuire l'incorporation de 3~-thymidine. Ce 

mécanisme ressemblerait alors à ce qu'on observe dans les cellules épithéliales 

de vison oh l'augmentation de l'inhibiteur pl5 'NK4B suite au traitement des 

cellules avec le TGFB deplace p27K01 vers le complexe cycline Ecdk2 pour 

permettre l'inhibition de ce dernier complexe. Ainsi dans notre système, on 

pourrait croire que l'augmentation d'expression de p2 1 Cipl bloque partiellement 



complexes cycline D-cdk416 et cycline E-cdk2, mais l'augmentation de 

l'expression de pl~'NK4B concentre l'inhibiteur p21C@' vers le complexe cycline 

E-cdk2 qui peut alors être inhibd et c'est ahsi que les inhibiteurs dussissent a 

réduire l'incorporation de 'H-thymidine. De plus, on ne peut éliminer 

complètement le rôle de p27m1 dans cette inhibition. Comme c'était le cas 

dans les cellules épitheliales de poumon de vison, sans augmenter l'expression 

de p27m1, le TGFB amplifiait l'expression de pl~MK4B qui inhibait cdk4/6 et 

déplaçait p27KQ' vers le complexe cycline E-cdk2 pour inhiber son activité 

(Polyak et al., 1994). Dans notre travail, il n'est pas exclu que 1 5*4B et/ou 

p2 1 déplacent p27m1 vers la cycline E d k î  pour réduire son activité. Pour 

vérifier cette hypothiise, il s'agirait d'immunoprécipiter cdk4 et cdk2 et de 

regarder quel(s) inhibiteur@) leur sont liés. Je mentionne kgalement cdk4 

puisque lorsque l'on examine l'activité cdk2 dans les cellules stimulées au 

sérum et traitées au TGFB (fig. lSB), on n'observe qu'une légère inhibition 

après 16h de traitement. Cela peut signifier plusieurs choses : 1- l'inhibition de 

l'activité cdk2 observée apds 16h suffit h bloquer de 50% l'incorporation de 

%-thymidine après 22h de stimulation au sérum; 2- comme les niveaux de 

phosphorylation de pRb sont comparables A ceux des cellules contrôles (non 

stimulées) après 16h de traitement des cellules avec le TGF$ + sdrum et que 

pRb est l'unique substriit du complexe cycline D-cdk4 (Sherr et Roberts, 1995)' 

l'activité de ce dernier complexe est peut-être davantage inhibée que celle de la 



cycline E-cdk2 ou encore 3- l'effa du TGFB sur la prolifetation des PANC-l 

serait une question de cindtique dans le sens où cette cytokine n'aurait pour 

effet que d'allonger la dude de la phase GI du cycle cellulaire. Pour répondre 

à ces questions, une cinktique plus détailMe de l'incorporation de  thymidine 

en fonction du temps ainsi que le dosage de l'activité cycline D/cdk4 seraient 

nécessaires. 

II est à noter que le TGFf3, dans notre système, n'induit aucun 

événement apoptotique malgré le fait que cette cytokine a déjà été décrite pour 

avoir un rôle dans la r6gulation de l'apoptose (Fan et ai., 119%; Fukuda et al., 

1993; Hsing et ai., 1996; Lin et Chou, 1995; Oberhammer et al., 1992; Sanchez 

et al. ,1996). 

Une question demeure : pourquoi l'effet du TGFP n'est-il que partiel 

alors qu'il a été décrit comme un puissant régulateur de la croissance 

pancréatique? Tout d'abord, je tiens à préciser que l'absence d'effet du TGFP 

chez les M A  PaCa-2 pourrait s'expliquer par une absence d'expression du 

récepteur de type II du TGFP dans cette lignée cellulaire, phénomène déjà 

observé par deux groupes de chercheurs (Freeman et al., 1995; Baldwin et al., 

1996). Pour les cellules PANC-1, mal# que cela ne réponde pas totalement à 

la question, je tiens ii mettre en lumiére une observation intéressante. Comme 

je l'ai déjà mentionné plus tôt, les cellules pancktiques tumorales humaines 

semblent exprimer de hauts niveaux de cycline D1 qui ne varient pas suite à 



une stimulation au sérum 1% ou suite ii une traitement au TGFP. Or, si on 

transfecte la cycline Dl dans des cellules intestinaies épithéliales de rat @IE) 

nomialement sensibles A I'effi anti-prdifeiatif du TGFB, on diminue 

considérablement la proportion de cellules en phase S suite au traitement de ces 

cellules tmnsfectées avec le TGFP (Ko et al., 1998). D'une façon plus 

convaincante, Okamoto et al. (1994) ont rapport6 que la lignée cellulaire non- 

tumorale HET-1A (des cellules épithéliales provenant de I'asophage) 

transfectée avec la cycline Dl 1- exprimait une quantite importante de cette 

protéine, 2- devenait résistante au TGFP et 3- montrait une diminution de 

l'expression du récepteur de type II du TGFB ce qui expliquerait la diminution 

de l'effet de la cytokine sur la prolifëration cellulaire. Comme la cycline Dl 

est souvent surexprimée dans les tumeurs humaines, les auteurs suggèrent 

qu'une dérégulation de l'expression du gène de la cycline Dl peut moduler 

négativement la signalisation du TGF$. 

Notre dtude sur l'effet du TGFP sur la prolifération cellulaire s'est 

limitée aux p42/p44 MAPKs et aux prothes du cycle cellulaire. Dans des 

travaux fùturs, il serait également intéressant de clarifier le rôle des Smads, des 

médiateurs de la signalisation du TGFB (Massagué, 1998), sur l'inhibition de la 

prolifération amen& par la cytokine. En effet, de récentes études ont démontré 

un rôle de Srnad3 (Datto et al., 1999) et de Smad6 (Kieeff et al., 1999) dans le 

contrôle de la réponse anti-prolif&tive du TGF$ . 



3. Les p42/p44 MAPKs médient un signal de survie chez les cellules 

pancréatiques tumorales humaines 

Comme il a et6 clairement démontrd dans plusieurs types ce~lulaires 

(Brondello et al., 1995; Pagès et al., 1993; Robinson et Cobb, 1997), nos 

résultats indiquent que les p4Zp44 MAPKs jouent un r61e essentiel dans la 

progression du cycle cellulaire chez les cellules pancrthtiques tumorales 

humaines. Le blocage de cette voie diminue dramatiquement L'incorporation 

de '~-th~midine dans les cellules non stimulées et stimulées avec le sérum (fig. 

19B). Cet arrêt en phase G1 est probablement medie par l'inhibiteur ~ 2 7 ~ ~ '  

dont l'expression est augmentée suite au traitement des cellules avec le 

PD98059 (fig. MC), l'inhibiteur spécifique des MEKs (Alessi et al., 1995; 

Dudley et al., 1995). 

Si on prolonge l'inhibition des p42p44 MAPKs pendant une période de 

48h, les cellules présentent les caractéristiques de cellules apoptotiques soit une 

fragmentation de leur ADN (fig. 20A). Cet effet ne semble cependant pas 

répandu chez toutes les lignées cellulaires pancréatiques tumorales humaines 

puisque les cellules PANC-1, A l'opposé des MIA PaCa-2 et BxPc-3, ne sont 

pas affectées par un traitement prolonge au PD98059 (20pM) (fig. 20). Cette 

induction de la mort cellulaire programmée nécessite 1- un certain niveau 

d'inhibition des p4Up44 MAPKs demontré par la teponse dosedépendante du 



PD98059 versus la d@radaîion de l'ADN (fig. 21A et B) et 2- l'activitd des 

p4Zp44 MAPKs doit être d u i t e  pendant plus de 24h pour affecter la survie 

des cellules (fig. 21C). Cela suggh qu'apds 24h, tous les mécanismes 

conduisant l'apoptose ne sont pas enclenchés et que le phénoméne est encore 

réversible. 

La réduction d'activité des p4Z!p44 MAPKs s'accompagne d'me 

diminution importante de l'expression des membres anti-apoptotiques de la 

famille Bcl-2, Bcl-2, Bcl-Xr et Mcl-1, sans affecter sigdicativement les 

membres prwpptotiques Bax et Bak , mais augznentant Bad de 50% au bout 

de 48h. Ceci est en accord avec des résultais obtenus chez les ceHules 

hématopoïétiques. L'utilisation d'une forme oncogénique inductible de Ras 

val 12 
(Ras ) résulte en une augmentation de l'exjmssion de Bcl-2 et Bcl-XL sans 

modulation de l'expression de Bax (Kinoshita et al., 1995) et cet effet semble 

accompli par les voies de RdMAPK et de la p70s6k @oshita et ai, 1997). 

Un autre groupe a montré que McCl était dgularisé lui aussi par les p42!p44 

MAPKs dans les cellules my6loblastiques M L 1  (Townsend et al., 1998). 

Ainsi, comme on sait que le ratio entre membres anti- et pro-apoptotiques joue 

un rôle Unportant dans la régulation de leur fonction (Farrow et Brown, 19%). 

on constate rapidement que dans notre systéme ce ratio est en faveur d'un 

cheminement des cellules vers me mort apoptotique. 

La deuxième catégorie de protéines effectrices de I'apoptose, les 

caspases, sont aussi impliquées dans la mort cellulaire o h &  suite 4 



l'inhibition prolongée des p4Up44 MAPKS : 1- l'activité de la famille CASP-3 

est augmentée dans les cellules îraiîées au PD98059 pendant 48h (fig. 25); 2- 

ceci concorde avec le clivage de la PARP, un suôstrat spécifique des caspases-3 

et -7 in vivo (Lazebnik et al., 1994; Salvesen et Dixit, 1997) (fig. 26); 3- et 

finalement, l'utilisation d'inhibiteurs de la famille CASP-1 et CASP-3 bloque 

la réponse apoptotique causée par le PD98059 (fig. 27). Si on porte attention ii 

la figure 27, on constate que l'utilisation de l'inhibiteur de la fémille CASP-1, 

le z-VAD-nnk, a une concentration de lOpM ou 50pM prévient partiellement 

ou complètement respectivement la hgmentation de l'ADN causée par le 

traitement des cellules pendant 48h avec le PD98059. Cependant, la 

combinaison des inhibiteurs de type CASP-1 et de type CASP-3, aux 

concentrations qui bloquaient partiellement la hgmentation de I'ADN, a eu un 

effet inhibiteur complet. Pourtant, l'activité CASP-1 n'est pas détectée dans les 

cellules traitées pendant 24h et 48h au PD98059 (fig. 25). Une explication iî ce 

phénomène repose sur le fait que le z -VDfmk a déjà &té décrit pour inhiber 

l'activitk de la famille CASP-3 lorsqu'ajout6 A de fortes concentrations perdant 

ainsi de sa spécificité (Vercammen et al., 1998). De cette façon, la 

combinaison des deux inhibiteurs peut contribuer & I'inhibition massive de la 

famille CASP-3 &uitant au blocage absolu de la fhgmentatioa de l'ADN 

normalement observée aprés 48h d'inhibition des p42Ip44 MAPKs. Pour 

appuyer cette possibilitd, il faudrait traiter les ceilules au PD98059 + z-VAD 

nnk et doser l'activite de la famille CASP-3 après 24h a 48h de traitement. On 



ne peut cependant exclure curnpl&tement l'implication de d'autres caspases 

puisque l'utilisation du z-DEM)fmk, même & une concentration de lûûpM, 

n'arrive jamais A bloqyer entiérement la men ta t ion .  Ceci peut laisser 

insinuer que le aVADnnk pourrait peut-être inhiber une autre caspase que 

celle de type CASP-1 ou CASP-3 dans notre modele. Une seconde explication 

pourrait être suggérée pour expüquei pourquoi on observe un effet protecteur 

du z-VAD-nnk sur la fhgmentation de l'ADN sans pour autant detecter de 

modulation de l'activité de la famille CASP-1 dans les cellules traitées pendant 

24h ou 48h avec le PD98059. En effet, de plus en plus d'évidences sont en 

faveur d'un modèle où une caspase initiatrice est d'abord activée (activité 

courte et non soutenue) qui est subsQuernment responsable de l'activation de 

caspases effectrices qui elles ont une activité soutenue (Saivesen et Dixiî, 1997; 

Thomberry et Lazebnik, 1998). Ainsi, il se pourrait que dans notre moâéle, 

l'inhibition des p4Up44 MAPKs conduit ib l'activation précoce de la famille 

CASP-1 qui agirait comme caspase(s) initiatrice(s) et qui, à son tour, activerait 

la famille CASP-3 dont l'activitd est détectée ajrès 24h et 48h de traitement 

des cellules MIA PaCa-2 au PD98059. Pour vérifier cette hypothese, un 

dosage de I'activitb de la famille CASP-1 en des temps inférieurs a 24h (après 

le traitement au PD98059) serait requis. Si aucune activité de la famille CASP- 

1 ne peut, en aucun temps, être d h k ,  il faudrait probablement s'en remettre 

à la première hypothèse. 



Récemment, il avait eté suggéré que le dtbalancement des diffikentes 

cascades MAPKs, soit la diminution des p42/p44 MAPKs versus une 

augmentation de la p38 MAPK oukt MCs (Berra et al., 1998; Canman et 

Kastan, 1996; Xia et d,  1995)' enüaînait les cellules vers un programme 

apoptotique. La particulanté du pdsent travail repose sur le f ~ t  que 

l'inhibition des p42/p44 MAPKs survient en absence de toute modulation de 

l'activité de la p38 MAPK et des SNKs (fig. 22) suggérant que la voie p42lp44 

MAPKs médie vraiment un signal de survie dans les cellules pandatiques 

tumorales. 

L'inhibiteur de la p38 MAPIC, le SB203580, nous a été utile pour 

appuyer le rôle exclusif des p42lp44 MAPKs dans la régulation des dvénements 

apoptotiques associds à l'inhibition de ces kinases. En effet, dans notre 

modele, le SB203580 stimule les p42/p44 MAPKs de façon soutenue, 

phénomène ddjà d6crit dans d'autres systèmes (Hall-Jackson et al., 1999; 

Kalmes et al., 1999; Sin& et al., 1999). De plus, l'addition du SB203580 A des 

cellules traitdes avec le PD98059 ramène 1'8Ctivit6 des p42/p44 MAPKs au 

niveau de celle retrouvke dans les cellules contrôles. On marque que le 

traitement des cellules avec le SB203580 1- bloque la fhgmentation de l'ADN 

causée par le PD98059; 2- augmente l'expression des homologues Bcl-2, Bcl- 

XL et Mcl-1; 3- ramène au niveau contrôle l'expression de ces mêmes 

homologues lorsque les cellules sont traitdes simultandment avec le SB203580 

et le PD98059; 4- inhibe l'activite de type CASP-3 et 5- empêche le clivage de 



la PARP causé par le traitement des cellules au PD98059. Il nuit mentionner 

que le traitement des cellules MIA PaCa-2 au SB203580 n'a aucun effet sur la 

survie de ces cellules. ûn a cependant dCjà rapport6 que l'inhibition de la 

cascade p38 MAPK par le SB202190 induisait l'apoptose dans les cellules 

lymphocytaires Jurkat (Nemoto et ai., 1998). 

Ces résultats sont en faveur d'un rôle des p4Up44 MAPKs dans la 

régulation de l'expression des homologues anti-apoptotiques Bcl-2, &LXL et 

Mc14 ainsi que dans la régulation de l'activité de type CASP-3. Le retour de 

l'expression de ces homologues h des niveaux analogues h ceux des cellules 

contrôles et le blocage partiel de l'activitb de type CASP-3 stimulée par le 

PD98059 pourrait suggérer que les homologues ne se situent pas en amont des 

caspases dans la signalisation menant a l'apoptose comme il a dejà éte rapport6 

(Kharbanda et al., 1997; Kluck et al., 1997; Susin et al., 1996; Yang et al., 

1997). Ii semblerait que les deux phhomènes soient indépendants tout en étant 

sous le contrôle des p4Up44 MAPKs. Une récente dtude laisse entrevoir une 

telle possibilite. Un modèle a déjà été proposé et suggérait que les homologues 

anti-apoptotiques Bcl-2 liaient A . &  1 ppévenant ainsi l'activation de la 

procaspase-9 (Thombeny et Lazebnik, 1998). Cependant, il a récemment 6td 

démontré qu'aucun des homologues Bcl-2 testés (Bcl-2, Bcl-XL , Mcl-1, Bcl-w, 

Al, Boo et même les membres pro~apoptotique Bax a Bim) ne liait in vivo 

Apaf- 1 (Moriishi et al., 1999). Ainsi, les homologues anti-apoptotiques BcI-2 

ne semblent pas proteger les cellules contre I'apoptose en séquestrant Apaf-1 



dans ce modèle ceUuJaire. Dans notre système, malgré cette possibilitk, il n'est 

pas exclue que les homologues Bcl-2 soient en amont de l'activation des 

caspases. En effet, comme nous avons dvalué l'expression des homologues 

Bcl-2 qui variaient au cours du traitement au PD98059, on ne peut exclure la 

possiblité que I'eqmssion d'homologues autres que ceux analysés varie lors 

du traitement avec le PD98059 en combinaison avec le SB203580. 

L'expression stable d'un mutant hyperactif de la MEKl atténue 

considérablement la îragmentation de I'ADN (fig. 3 1B) et retarde le clivage de 

la PARP (fig. 31C) causée par le traitement des cellules au PD98059 (20pM) 

c o n f i t  indubitablement le rôle des p4Zp44 MAPKs dans la survie des 

cellules pancréatiques tumorales humaines. 

La période de 48h requise pour observer une hgrnentation de I'ADN 

suite à l'inhibition des pWp44 MAPKs laissait présager une implication de la 

néosynthese protdique ou encore de la dégraâation protdique dans le 

cheminement des cellules vers l'apoptose dans notre systéme. L'utilisation du 

LLnL nous a permis de découvrir que l'inhibition du protéasorne 1- bloquait 

complètement la frasmentation de l'ADN induite par le PD98059; 2- alldgeait 

la diminution d'expression de Bcl-XL observée après le traitement des cellules 

au PD98059; 3- bloquait compléternent I'activaîion de la caspase-3 (ou famille 

de la caspase-3) et 4- réduisait abondamment le clivage de PARP (fig. 32 et 

33). Ces résultats laissaient présager encore une fois que la régulation des 

homologues Bcl-2 et des caspases pourraient étre deux processus independants 
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sous le contrôle des p4Zp44 MAPKs, que le protéasme est impliqué dans la 

stabilitd de Bcl-XL et que la famille de la CASP-3 se situe en aval d'une 

dégradation proteique comme déj8 rapporté (Grimm et al-, 19%; Sadoul et al., 

1996). Cependant, nos résultats suggèrent une téguiation transcnptiomelle de 

l'expression de Bcl-2 et Mcl-1 par la cascade p4Zp44 MAPKs puisque 

I'inhibition du protéasome par le L M  ne restore pas et même accentue la 

diminution d'expression de ces homologues induite par le PD98059 (fig. 328). 

Ces résultats different de récentes études sur le sujet. En effet, il a été 

démontré que la phosphorylation de Bcl-2 par les p42/p44 MAPKs prévenait la 

hgmentation de l'ADN induite par l'angiotensine II dans les cellules PCl2W 

(Horiuchi et al., 1997). Tout dernièrement, un groupe allemand a montré que 

la phosphorylation de Bcl-2 par les p42/p44 MAPKs stabilisait la protéine ce 

qui l'empêchait d'être dégradée dans le protéasome et lui conferait ainsi une 

résistance contre l'effet apoptotique du TNFa dans les cellules endothéliales 

(Dirnmeler et al., 1999). Cependant, pour appuyer une possible régulation 

transcriptionnelle de Bcl-2 et Mcl-1 par les p4Up44 MAPKs, il a recemrnent 

été démontré qu'un segment de 162 paires de bases du gène humain de Mcl-1 

était régularisé par les p42/p44 MAPKs via l'activitd transdptiomelle de 

SRFIELK-1 (Townsend et al., 1999). 

A prime abord, on ne pouvait exclure la possible implication de 

l'inhibiteur p27Kw dans l'induction de l'apoptose observée suite au traitement 

des cellules pendant 48h avec le PD98059. En effef dans le cas présent, 



l'inhibition des p421p44 MAPKs par le PD98059 tesulte en une augmentation 

de l'expression de p27KP' appuyant un contrôle de l'expression de cet 

inhibiteur par les p42/p44 MAPKs (Alessandrini et a/., 1997; Greulich et 

Erickson, 1998; Kawada et al., 1997; Kerkhoff et Rapp, 1998; Rivard et d., 

1999). Sachant qu'une surexpression de p27m' a ddjà été associée a la 

fkagmentation de l'ADN et au clivage de la PARP (Katayose et al., 1997; 

Wang et al., 1997)' l'hypothèse demeurait plausible. Cependant, le traitement 

des cellules a la forskohe + IBMX, qui &vent l'expression de ~ 2 7 ~ ~ '  de 

manière comparable à celle observée suite au traitement des cellules avec le 

PD98059 (fig. 13B et 19) sans inhiber l'activité p42/p44 MAPKs après 24h et 

48h de traitement (fig. 34B), ne provoque aucune mort cellulaire prouvée par 

l'absence de hgmentation de l'ADN dans ces cellules (fig. 34A). Ce résultat 

élimine donc la possible implication de l'inhibiteur du cycle cellulaire p27KP' 

dans le processus de mort cellulaire programmée dans notre modèle et c o n m e  

qu'une inhibition prolongée des p42/p44 MAPKs est requise pour initier un 

programme apoptotique. 

En résumé, il semblerait que l'activité des p42Ip44 MAPKs maintenue 

dans les cellules pancréatiques tumorales humaines, en plus de son rôle dans la 

prolifération cellulaire, serait indispensable au maintien de la viabilite 

cellulaire. L'abrogation de cette cascade WKs chemine les cellules vers la 

mort cellulaire programmée en influençant l'expression (homologues anti- 

apoptotiques Bcl-2) et l'activite ( f d l l e  CASP-3) des protéines effectrices de 



l'apoptose. Les cellules peuvent toutefois être rescapées Q la mort par la 

stimulation de voies de signalisation activées par le sérum (fig. 20 et 26). 

Ultérieurement, il saait intéressant de determiner les voies de signalisation 

impliquées dans l'effet protecteur du sCrum chez les cellules MIA PaCa-2 

traitées au PD98059. L'activation de la cascade P U W M  et de NFKappaEi 

représente des cibles de choix vu leurs rôles bien connus dans la survie 

cellulaire de d'autres types cellulaires (Beg et Baltimore, 19%; Franke et 

Cantley, 1997a; Franke et al., 1997b; Jarpe et al., 1998; Liu et al., 19%; Van 

Antwerp et al., 1996; Wang et al., 1996) 

4. Conclusions et perspectives 

Malgré la caractéristique des cellules tumorales à proliférer d'une façon 

anarchique, il a été possible d'inhiber la prolifération des cellules pancréatiques 

tumorales humaines PANC-1 et MIA PaCa-2. En effet, il semble que les voies 

essentielles de régulation de la prolifération des cellules normales jouent 

également un rôle important dans la proliféiaton désordonnée des cellules 

tumorales. Ainsi, l'utilisation d'agents connus pour augmenter les 

concentrations intracellulaires d'AMPc, la forskoline + IBMX, a eu pour effet 

de bloquer les cellules en phase G1 du cycle cellulaire suite à l'action de ces 

agents sur 1 'activitd des p42/p44 MAPKs et I'expression de l'inhibiteur du 

cycle cellulaire p27fip' . Pour clarifier davantage l'importance de chacune de 



ces voies dans l'inhibition de la plifetaiion causée par ces agents, il serait 

intéressant de veiifier l'effet d'un antisens de p27uP' sur l'effet anti-prolif-f 

de la forskoliw + IBMX. Si une seule des voies, inhibition de l'activité des 

p42/P44 MAPKs ou surexpression de p27uP' , est sufnsante pour media l'arrêt 

en phase G1 suite au traitement des cellules la forskoline + IBMX, alors on 

pourrait prédire que l'expression d'un antisens de p27m' n'empêchera pas 

l'inhibition de prolifération causée par la forskoline + IBMX tout comme 

l'expression d'un mutant constitutif actif de la MEKl n'a pas bloqué la 

diminution de l'activité EîF-lucifënise suite au traitement des cellules à la 

forskoline + œMX. 

De plus, tout comme dans les cellules nomiales, la cascade p42/p44 

MAPKs est indispensable à la progression des cellules dans le cycle cellulaire. 

Non seulement l'inhibition des p4Up44 MAPKs conduit à l'arrêt des cellules 

en phase G1 du cycle cellulaire, mais leur inhibition prolongée dirige les 

cellules vers la mort cellulaire programmée. Cela suggère que les mutations de 

Ki-Ras fréquemment observées dans les cellules pancréatiques tumorales 

(Friess et al., 1996) et qui ont pour effet de stimuler continuellement la cascade 

p42/p44 MAPKs jouent un rôle important dans le niaintien de la viabilité des 

cellules pancrbtiques tumorales humaines. 

Les travaux présentés dans ce rapport montrent que les p42/p44 MAPKs 

régularisent à la fois l'expression des homologues anti-apoptotiques Bcl-2, 



Mc14 et Bcl-XL et l'activité des caspases & la famille CASP-3. Nos rCsultats 

avec le LLnL, un inhibiteur de protéasorne, nous laissent 1- entrevoir une 

régulation de la stabilité de BdXL via le protéasorne et 2- suggèrent une 

régulation transcriptiomelle de Bcl-2 et Mcl-l par les p4Up44 MAPKs. Afin 

de vérifier cette hypothèse, il serait intéressant d'observer, par northem blot, la 

régulation de I'expression des ARNm de Bcl-2 et Mcl-1 (et W-XL ) suite au 

traitement des cellules avec le PD98059. 

Tel que discuté précédemment, il pourrait être possible que les 

homologues Bcl-2 ne soient pas en amont des caspases tout en &nt tous deux 

sous le contrôle des p42/p44 MAPICS. Pour vérifier cette hypothèse, il serait 

captivant de transfecter Bcl-2, Mcl-1 et/ou Bcl-XL , traiter les cellules au 

PD98059 et vérifier ce qu'advient de l'activité des caspases de la famille 

CASP-3. Si les homologues Bcl-2 et les caspases sont situés dans deux voies 

différentes, la surexpression des homologues an ti-apopt otiques Bcl-2 ne devrait 

pas affecter l'activation des caspases de la famille CASP-3 amenée par le 

traitement des cellules au PD98059. Dans cette même expérience, nous 

pourrions également évaluer si l'unique diminution d'expression des 

homologues Bcl-2 anti-apoptotiqws ou la simple activité de la famille CASP-3 

amenée par le traitement des cellules au PD98059 est suffisante ou si le double 

effet est nécessaire pour diriger les cellules vers un programme apoptotique. Il 

ne faut cependant pas oublier que l'expression de tous les homologues Bcl-2 



n'a pas été analysée. Ainsi, il se pourrait par exemple que le SB203580, qui est 

à la base un inhibiteur de la p38 WK, pourrait augmenter l'expression d'un 

pmapoptotique, en plus d'augmenter l'expression des anti-apoptotiques Bcl-2, 

Mcl-1 et &LXL . La présence de ce pro-apoptotique pourrait expliquer 

pourquoi le SB203580 ne @vient que partiellement l'activation de la famille 

CASP-3. De plus, I'activitb résiduelle de ce type de caspases ne serait pas 

suffisant pour induire la fhgmentaîion de l'ADN. Dans le cas du LLnL, il se 

pourrait que le traitement des cellules au PD98059 entraîne la dkgradation dans 

le protéasorne d'un (ou de) autre@) homologw(s) anti-apoptotique(s) autre@) 

que ceux testés. La prévention de la d6gradation de cet homologue pourrait 

être sufisant pour prévenir complètement l'activation de la famille CASP-3 et 

la hgmenttion de l'ADN induite par le PD98059. 

Finalement, plusieurs autres études poucraient être effectuées à l'aide du 

clone cellulaire exprimant un mutant constitutif actif de la MEKI. Nous avons 

démontré que l'expression de ce mutant prévenait I'apoptose causée par le 

traitement des cellules au PD98059. Il serait original de vérifier si l'expression 

de ce mutant constitutif actif de la MEK W e r e  aux cellules une certaine 

résistance envers d'autres stimuli papoptotiques tels que le TNFa, le FasL, 

les rayons UV et les chocs thermiques. Comme le mutant constitutif actif de la 

MEK active la cascade p42/p44 MAPKs (Brunet et a', 1994), nous pourrions 

examiner si les signaux de survie desservis par les p4Up44 MAPKs sont 



suffisants pour prot6ger les cellules contre des attaques nonnalement néfasta à 

la survie cellulaire. 

En conclusion, ce travail aura permis de mieux comprendre les voies de 

signalisation qui régularisent la prolifCraton et la survie des cellules 

pancréatiques tumorales humaines. Cette meilleure compréhension sera utile 

dans la recherche de cibles cellulaires destinées à inhiber la prolifdration 

anarchique de ces cellules pcrt5atiques tumorales. De plus, elle permettra 

éventuellement d'améliorer le sort des victimes atteintes du cancer du pancréas 

qui n'ont que 8% de chance de survie deux ans après avoir été 

diagnostiquées.. . 
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