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RESUME 

La transglutaminase de tissu, marqueur biochimique de l'apoptose, phénomène biologique 

majeur à coté de la prolifération dans les processus cancéreux, est induite par l'acide rétinoïque. Le 

mécanisme de régulation de cet enzyme est complexe car il existe 6 récepteurs des rétinoïdes. La 

question qui se pose est de savoir par quels récepteurs passe le contrôle de la transglutaminase de 

tissu. 

Le myélome multiple est une affection cancéreuse grave où l'apport des rétinoïdes ouvre des 

perspectives de traitement. Notre modèle, la lignée myélomateuse humaine RPMI 8226 , exprime 

l'ensemble des ARNm des récepteurs des rétinoïdes (RARa, J3, y, RXR.a, J3 ety). 

Dans ce travail, nous avons montré que les deux voies RARs et RXR.s sont nécessaires à 

l'induction de la protéine et de l'activité enzymatique de la transglutaminase de tissu. Chaque voie est 

cependant capable d'induire seule partiellement les ARNm de la transglutaminase de tissu, l'induction 

optimale étant obtenue avec les deux voies. Nos résultats permettent aussi de proposer l'existence 

d'une régulation par modification post-traductionnelle de l'enzyme. Enfin, l'expression de la 

transglutaminase de tissu est corrélée à l'induction de l'apoptose dans les cellules RPMI 8226 au bout 

de 6 jours. 

Nous nous sommes également intéressés au CD 437, un rétinoïde de synthèse sélectif du 

RARy. Ce rétinoïde est capable d'induire en quelques heures la mort des cellules, indépendamment du 

récepteur RARy. Cette mort cellulaire présente deux caractéristiques: un morphotype apoptotique 

cytoplasmique incomplet et une absence d'expression de la transglutaminase de tissu. 

Ces résultats montrent que la TGt est régulée par les voies RARs et RXRs des rétinoïdes et que son 

expression serait nécessaire au déroulement complet du processus apoptotique des cellules RPMI 

8226. 
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RARs présent sur les promoteurs des gènes régulés par 1' acide rétinoïque .. 

RT : « Transcriptase Reverse » : Réaction de transcription inverse. 
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RXRE : « Retinoic X Responsive Element » : Elément de Réponse des RXRs. 
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------- -------
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p 
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- ------------------
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La transglutaminase de tissu, un membre de la famille des 

transglutaminases 

A.Enzymologie 

Les transglutaminases sont définies par la commission de nomenclature des enzymes comme 

étant des R-glutaminyl-peptide : amine y-glutamyl transférases (EC 2.3.2.13). 

Ces enzymes catalysent le transfert d'acyle dépendant du Ca2
+ (de l'ordre du !lM) entre un 

groupement y-carboxamide du résidu glutaminyl d'un peptide et le groupement E-amine d'un résidu 

lysyl d'un peptide ou le groupement amine primaire d'une polyamine naturelle. Cette réaction de 

transfert d'acyle aboutit à la formation de liaisons covalentesisopeptidiques intra- ou inter-chaînes par 

l'établissement de liens E(y-glutamyl)lysine, N,N-bis(y-glutamyl)polyamine et autres dérivés y­

glutamylamine. Ce processus est généralement responsable de la formation de structures irréversibles 

souvent supramoléculaires et insolubles aux détergents et aux agents chaotropiques. Cependant, dans 

certains cas particuliers, ce processus est partiellement réversible : le Facteur XIII et la TGt possèdent 

une activité isopeptidase (Parameswaran et al, 1997). Chez la sangsue (Hirudo medicinalis) il existe 

une destabilase (endo-E(y-glutaminyl)lysineisopeptidase) capable également d'hydrolyser ces liaisons 

isopeptidiques (Zavalova et al, 1996). 

Un résidu Gln sert de donneur d'acyle. Les accepteurs d'acyle sont les groupes E-amine des 

résidus Lys des protéines ou les amines primaires des polyamines naturelles telle que la putrescine, la 

spermidine ou la cadavérine (diamines). 

La liaison du Ca2
+ et l'exposition de la fonction thiol de la Cys du site actif sont essentielles à 

l'activité de l'enzyme. La réaction se déroule en plusieurs étapes et est détaillée dans la Figure 1. 

Ces liaisons isopeptidiques à 1' origine de polymères protéiques sont extrêmement stables et ne 

peuvent être rompues qu'après dégradation totale de la ou des chaînes polypeptidiques. La 

modification d'une protéine par l'incorporation de polyamines affecterait probablement son activité 

biologique ou son "turn-over". 

Les transglutaminases ont une large spécificité pour les accepteurs d'amines primaires, la Lys 

liée aux peptides ou les polyamines (Folk et Finlayson, 1977). Au contraire, peu de protéines 

contiennent les résidus Gin capables de former les intermédiaires enzyme-acyle (Gorman et Folk, 

1981; Aeschlimann et al, 1992) car la séquence en acides aminés et la charge de ces résidus entourant 

la Gln et les structures secondaires locales (Folk, 1980) influencent fortement la formation de 

1 'intermédiaire. La dénaturation ou la protéolyse d'une protéine non réactive peut la convertir en un 

substrat pour les transglutaminases ( Folk et Finlayson, 1977). L'alignement proche de la Gln avec 

l'amine primaire peut promouvoir la réaction de liaison. Cette propriété est bien illustrée 
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A 

ecH,~CH,~E~s~cH,~Enzyme' 
NH,~CH,~CH,~CH,~CH,8 

8CH,~CH,~E~NH~CH,~CH,~CH,~CH,8 

8CH,~CH,~E~NH ~CH,~CH,~CH,~CH,~R 

8CH,~CH,XoH 
Figure 1: Réactions biologiques catalysées par les transglutaminases. 

A) Fonnation d'un intennédiaire enzyme-acyle à pa.ttir d'un résidu Gln. 

B) Réaction de l'intermédiaire enzyme-acyle avec: 

1. un résidu Lys pour fonner une liaison isopeptidique E(y-gluta.tnyl)lysyl. 

2. une polya.tnine pom fonner une liaison (y-glutamyl)polyamine. 

3. l'eau pour donner un résidu Glu. 



par l'alignement spontané des molécules de fibrine après la coupure du fibrinogène par la thrombine, 

qui induit la formation de liaisons isopeptidiques intermolécules par le FXIIIa entre les chaînes y de 

fibrines, puis la formation de multimères de chaînes a de fibrine (pour revue : Green berg et al, 1991). 

Les transglutaminases possèdent des substrats communs et des substrats qui leur sont 

spécifiques, malgré la grande homologie de séquence entourant la Cys du site actif (pour revue : 

Greenberg et al, 1991). 

Il existe un grand nombre d'inhibiteurs des transglutaminases comme l'iodoacétamide, la 

bléomycine, un dérivé de la nitrosourée, les isothiocyanates aliphatiques (Folk; 1980), laméthylamine, 

l'éthylamine, la dansylcadavérine, la bacitracine, le tolbutamide et le GTP, ce dernier étant 

caractéristique de la TGt (Dadabay et al, 1989). 

L'activité transglutaminase est détectée dans toute une variété de tissus et de fluides corporels. 

On pensait à l'origine que cette activité était dûe à un seul enzyme transglutaminase, mais il est 

maintenant clair que cette activité implique une famille d'enzymes apparentés mais bien distinctes car 

elles different à la fois dans leur territoire d'expression, leur spécificité de substrat et leur régulation 

physiologique. 

B. Classification 

La transglutaminase de tissu (TGt) appartient à une famille multigénique qui comprend à la 

fois des membres extra- et intra-cellulaires. On dénombre à ce jour six transglutaminases humaines 

dont les appellations different selon les auteurs (Tableau !). Ces enzymes different dans leur territoire 

d'expression, leur activation, leur régulation, leurs substrats et leurs fonctions biologiques (Tableau 

II) ainsi que dans les pathologies où elles sont impliquées (Tableau lll). Il existe des pathologies liées 

à une anomalie héréditaire touchant les gènes des transglutaminases (FXIIIa : coagulopathie ; TGk : 

ichtyose lamellaire) et d'autres le plus souvent acquises dans les quelles l'expression de 

transglutaminases est modifiée. 

Seule la transglutaminase de tissu est distribuée de manière ubiquitaire, en accord avec un rôle 

dans les fonctions de base de la cellule. 

Des transglutaminases sont aussi détectées chez les Arthropodes. La transglutaminase 

d'hémocyte de Limules est apparentée au FXIlla des Vertébrés et intervient dans la coagulation de 

l'hémolymphe (Tokunaga et al, 1993). L'Annuline de sauterelle apparentée à la TGk des Vertébrés est 

exprimée dans les zones de réarrangements morphologiques (Singer et al, 1992). Son rôle potentiel 

pendant le développement pourrait être la stabilisation ou la modification de la membrane et des 

structures subcorticales des cellules qui subissent un changement de forme morpho génétique et sont 

soumises à un stress mécanique. 
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Enzymè 
FXIlla 

TGk 

TGt 

TGe 

TGp 

B4.2 

TGh 

Annuline 

Transglutaminase de plasma, Facteur stabilisant la fibrine, Facteur de Laki-Lorand, 
Fibrinoligase. 

Transglutaminase de kératinocytes, Transglutaminase particulaire (TGB), 
Transglutaminase de type I (TG type I). 

Transglutaminase de tissu, Transglutaminase cytosolique (TGc ), Transglutaminase 
endothéliale, Transglutaminase d'érythrocyte, Transglutaminase de foie, 
Transg1utaminase de type TI (TG type TI). 

Transglutaminase épidermique, Transglutaminase de museau bovin, Transglutaminase 
de callosité, Transglutaminase de follicule du cheveu, Transglutaminase de type III (TG 
type III). 

Transglutaminase de prostate, Protéine de prostate dorsale 1 (DPI), Protéine majeure 
sécrétoire de prostate régulée par les androgènes, V ésiculase, Transglutaminase de type 
IV (TG type IV). 

Bande 4.2 d'érythrocytes, Protéine de membrane bande 4.2 d'érythrocyte. 

Transglutaminase d'hémocyte, Transglutaminase de Limulus, Analogue invertébré du 
FXIII. 

Analogue invertébré de la transglutaminase de kératinocytes. 

Tableau 1 : Terminologie des transglutaminases. 

(D'après Greenberg et al, 1991; Aeschlimann et Paulsson, 1994; Wilhem et al, 1996) 



·. Structurè Modifications. LOcalisation·, Activ~ttion Substrats pri~cipa:tix Fonctions principales 
· .•. . posttra{l,uctl,oJlnêllês · 

. . ·. . . 1 
, .. -,;,,,_ _,, èy. .. 

FXIIIa hétérodimère non intracellulaire protéolyse fibrine, fibronectine, coagulation sanguine, 
2 sous-unités a catalytiques extracellulaire (par la thrombine) antiplasmine a2, collagène, 

régulation de la fibrinolyse, 
2 sous-unités b protectrices inhibiteur de type 2 de 

soluble l'activateur du plasminogène cicatrisation 

TGk monomère phosphorylation intracellulaire libération par involucrine, loricrine formation des enveloppes 

ancrage lipidique 
protéolyse cornées de la peau 

ancrée, soluble (par la plasmiDe) 
(palmitate, myristate) 

TGt monomère non intracellulaire active de novo protéines extracellulaires et transduction du signal , 

extra cellulaire intracellulaires 
stabilisation de la matrice 
extracellulaire, 

soluble modulation d'activité 
biologique, 
différenciation cellulaire, 
apoptose 

TGe hétérodimère non déterminé intracellulaire protéolyse cystatine a, filaggrine, différenciation des cellules 

sous-unités issues d'un (par la ca/paine?) loricrine 
épidermiques et des follicules 

même précurseur trichohyaline 
du cheveu 

TGp homodimère glycosylation extracellulaire non déterminé protéines de vésicules coagulation du fluide séminal ; 

ancrage lipidique 
séminale 1 et IV, spermine, 

formation du bouchon 
spermidine 

copulatoire (rat) 

B4.2 monomère phosphorylation intracellulaire inactive pas de substrat prévention de la réticulation 

ancre lipidique ancrée de protéines du 

( myristate) cytosquelette ? 
-· 

Tableau II : Caractéristiques des transglutaminases humaines 



Pàthol,~es TG ··M:~~t!o~, ·s~bStJ:~t "·Réf'§rèn~~· ; 
Coagulopathies FXIlla absence Board et al, 1992; Standen et al, 1993 ; 

Rashida et al, 1995 

<iastrointestümales 
Maladie coeliaque FXIIIa diminution Standnicki et al, 1991; D'Argenio et al, 

Lymphome intestinal TGt 1992, 1995; Hudson et al, 1993 

Maladie de la chaîne a 
Colites chroniques 
Maladie de Crohn 
SIDA TGt augmentation gp41 Mariniello et al, 1993; Bergamini et al, 

gp120 1994; Amendola et al, 1996 
Ophtalmiques 
Vieillissement du TGt augmentation cristallines Groenen et al, 1994; Hidasi et al, 1995 

cristallin 
Cataracte 

tétanos TGt augmentation synapsine 1 Facchiano et al, 1993; Coffield et al, 1994; 
Ashton et al, 1995 

Dermatologiques 
psoriasis TGk augmentation Esmann et al, 1989; Schroeder et al, 1992 

Lichen plan Bianchi et al, 1994 

ichtyose lamellaire diminution loricrine, Hohl et al, 1993; Lavrijsen et al, 1995 
ou absence involucrine 

N eurodégénératives 
Alzheimer TGt augmentation protéine t Goebert et al, 1993; Dudek et al, 1993; 

Miller et al, 1995 
protéine Ikura et al, 1993; Rasmussen et al, 1994 
amyloïde ~ 

HD, SCAl, SCA3, expansion de IT15, Cariello et al, 1996; Kahlem et al, 1996 

SBMA,DRPLA triplet CAG ataxine 1, 
(codant pour la MDJ 1,RA, 
Gin) atrophine 1 

Arthrite rhumatoïde TGt augmentation PLA2 Cordella-Miele et al, 1990; Weinberg et al, 
1991 

Cancéreuses TG diminution 

foie Barnes et al, 1985; Rand et al, 1989 

poumons Birckbichler et al, 1981; Rand et al, 1987 

épiderme Dadabay et al, 1989 

lymphocytes Metafora et al, 1988 

prostate Ronjin et al, 1989 
,. 

gp: glycoproteme vrrale; HD: maladie de Huntmgton; SCA1: atax1e spmocérébrelleuse de type 1; SCA3: maladie 
de Machado-Joseph ou ataxie spinocérébelleuse de type III; SBMA: atrophie musculaire spino-bulbaire; 
DRPLA: atrophie dendato-rubro-pallidoluysienne; IT15: Huntingtine; MDJ 1: produit du gène MDJ 1; RA: 
récepteur androgène; PLA2: phospholipase A2. 

Tableau rn : Pathologies associées aux transglutaminases. 



Des transglutaminases ont aussi été identifiées chez : Physarum polycephalum (Klein et al, 

1992), les nématodes filiaires Brugia malayi et Dirofilaria immitis (Singh et Mehta, 1994; Singh et al, 

1995), les plantes Medicago sativa et la graine de soja (Margosiak et al, 1990; Kang et Cho, 1996), le 

champignon Candida albicans (Ruiz-Herrera et al, 1995), la bactérie Streptoverticillium sp souche 

S8112 (Ando et al, 1989; Kanaji et al, 1993). Cependant, l'activité de l'enzyme dans les trois dernières 

espèces ne dépend pas du calcium. Les transglutaminases font donc partie d'une famille de protéines 

conservée durant 1' évolution. 

C.Structure primaire 

Le clonage moléculaire des différentes transglutaminases humaines: FXIIIa (Grundmannet al, 

1986; Ichinose et al, 1986; Takahashi et al, 1986), TGk (Phillips et al, 1990; Kim et al, 1991), TGt 

(Gentile et al, 1991), TGe (Kim et al, 1993), TGp (Grant et al, 1995) et B4.2 (Korsgren et al, 1990) a 

permis la comparaison de leur structure primaire (Figure 2). L'alignement des différentes 

transglutaminases révèle une homologie de structure primaire globale modérée (Tableau IV; Figure 2). 

Par contre, lorsque l'on compare les TGt des différentes espèces étudiées, homme (Gentile et 

al, 1991), boeuf(Nakanishi et al, 1991), souris (Gentile et al, 1991), cochon d'Inde (Ikura et al, 1988), 

poulet (Weraarchakul-Boonmark et al, 1992) et brème de mer Pragus major (poisson) (Y asueda et al, 

1995) (Figure 3), on constate que l'homologie de séquence est supérieure à 80% chez les Mammifères. 

Les TGt d'Oiseaux et de Poissons présentent une homologie plus faible avec celles des Mammifères 

d'environ 60 et 40% respectivement (Tableau V). L' alignement de séquences inter-espèces de toutes 

les TGt a permis de mettre en évidence des domaines conservés spécifiques de ces TGt. 

Récemment, deux homologues de la TGt humaine: TGH et TGH2 de respectivement 1,9 et 2,4 

kb ont été isolées à partir de cellules d'érythroleucémie humaine HEL traitées par l'acide rétinoïque 

(Fraij et al, 1992, 1996). Les séquences de ces homologues different dans leur partie C-terminale par 

rapport à la TGt et proviennent de l'utilisation alternative d'exons contenant un codon stop (Figure 4). 

D.Les domaines fonctionnels des TGt 

1. Les domaines partagés par la famille 

a) Le site actif contenant la Cystéine essentielle 

Une Cys est impliquée dans le mécanisme catalytique des transglutaminases. La séquence 

entourant cette Cys est fortement conservée dans la famille des TGt. 
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FX II!a ----------------------------------------------------------------------------------- - MS E T:>RTA FGG hkAVPP NNS NAA 23 

TGk - ------------------------MMDGP H:-> DVG I~WGGN PLQPP 'l"l' PIPE P E PE PDG R:.>HkGGGHS FWAHCCGCC i C!{NAADDDWGPE P :> DSHGs:;s---GTRk PG 8 1 

FXII!a 
TGk 
TGt 
TGe 
TGp 
84.2 

(1) 

EDDLP 'l'VELQGVVP H--GVNLQE------- FLNV'l'SVIl L F KE RWD'I' NKVDHH'l' DKYENN KLIVkR GQS FYVQI DFS ---HP YDP RH DL F!W E YVIG I< YPQENKG'J' YI 
I RGI D:J --- Ht{PVIRGS GVNAAG DGT I REGMLVVNGVDLLSSRS DQN kfŒ HIIT DE YE YDE LIVRR GQP FII MLLLLS --- HT YESS - DHI 'J' LELLIGNN PEVG KGTHV 
--- - --- - --------- - ---------MAEE LVLE HCDL---E LE TNGk DIII!'l'ADLC lŒ KLVV kl< GQP FWLTL HFEG- - k NYQASVDS LT F:;VV'l'GPAPS QEAG 'I'KA 

- - --------------------------MAALGVQ:J I NW--- QI-\A FNHQAIIH'I' DKFSS QE LIL HR GQN F- QVLMIMN- - KGLGS N- E I< LE F I D'I"I'GP YPSE SAM'I'KA 

----------MMDASKELQVL HI DFLNQDNAVS!!!!TWE FQTSS PV FI{kGQV FHL l< LVLN---QPLQ::i Y- HQL KLE F:;TGPNPS IAKI!'!' LV 

--------------- - ---------- - MGQALGI KS CDF-- - QAA RNNEE HH'!'!-\ALSSRRL FV HRGQP F'l' II L Y FHAPVHA FLPAL K KVAL 'l'AQTGEQPSK I NHT QA 

5 6 666 5 46666 6 5 4 46 64 6 

118 
181 

75 
72 

76 

77 

FX!Ila PVP- IVS E LQS GKWGAKIVM HEDRSV- RLS I QSS P KCIVGKF RMYVAVWT P YGVL HTSRNP E'J' D'J' YIL FNPWCEDDAVYL DNE KE REE YVLNDIGVI FYGEVNDI K 222 

TGk IIP - VGKG- GS GGWKAQVV KAS GQNL - NL HVIITS PNAIIGKFQF'J'VHT QS DAG E FQLP FDP RNE I YIL FNP WCPG DIVYVDl! EDWRQE YVLNE S GRI YYGT EAQIG 284 

TGt k F P - L RDAVEEGDWTA TVVDQQDC'l'L - S LQLTT PANAPIGLYRLS L EA- - - STGYQGSS FVLG H F ILL FNAWCPADAVYL DS EEE k QE YVL 'l'QQG F I YQGSA KF I K 176 

TGe 
TGp 
84.2 

V F P- LSNGSSGG -W SAVLQA~>NG NTL- 'J'I S I SS PASAPIGRYTMALQI --- FS QGG I SSVKLG 'l' F I LL FNPWLNVDSVFMGNHAE k EE YVQEDAG II FVGSTNRI G 
VL DP RT PS - DHYNWQA TLQNES GKEV- TVAVTSS P NAILG KYQLNVKT - ----GNHIL KS EENILYLL FNP WCKEDMV FM PDEDE kKE YILNDTGC HYVGAAR::> I K 

T FP - I :JS - LG DHK WW SAVVEE k DAQS WT I SVT'l' PADAVIG I! YS LLLQV------ :JGkK QLLLGQFTLL FNP WNHEDAVFL KNEAQRME YLLNQN GLI YLGTA DCI Q 

5 4 6 5 4 5 4 6 4 4666564 6 6 5 46 66454 6 54 6 6 

© 

172 

175 
175 

FXII!a TH.S WS YGQFEDG I LDTCLYVMD-- -----HAQMDLS GRGNP I KVS kVGSAMVNA KDDEGVLVGS WDN I YAYGVPPSAW'l'GSVDI LLE YRSS E - NPVk Y'J CW'/F'.n.c;_:::JF 323 
TGk E H'I' WNYGQVDflGVL DACLYILD- -- - --- I<k GMP YGG RGDPVNVSRVI SAMVNS LDDNGVLIGNWS GDYSHGTNP SAWVGSVE ILLS YL RT G-YSVP Y,::; . C~VEj\c;-qT 385 

TGt NIPWNFGQFQDGILDICLILLDVNP KFL KNAG RDCSRRSS PVYVGRVGS GMVNCNDDQGVLLG k WDNN YGDGVS PMS WIGSVDILHR WKNil GC QH.VKYrc: " CW'/ l!'Pv\'i!J 285 

TGe MIGWNFGQFEED IL S ICLS ILDr<S LNF HH DAATDVASRNDP KYVG HVLSAMI NS NDDNGVLAGNWS GT Y'f' GG RDP RS WDGSVE IL KNWKKS GFS PVRYF . CW'/ FAqT~ 28! 
TGp CKPWNFGQFE KNVLDCCI S LL 'I' --- - - --ESS L KP 'l' DRR DPVLVC HAMCAMMS F'E KGQGVLIGNWTGDYEGG 'J'AP YKWTGSAPILQQ YYNTK - QAVC Ft . .:_CWVI<'AciTy 276 
84.2 AE S WDFGQFEGDVI DLS L RLLS--- -----KDKQVE KWS QPVHVAkVLGALL H FL KE QRVLP T PQTQA'l'QE GALLNKRRGSVP ILHQWL'l' GHG H PVYD~LA!\ vJl 276 

FX!IIa 
TGk 
TGt 
TGe 
TGp 
84.2 

64 4 6654 65 55 54 5 64 6 65 455 4 4 4 566 5 5 5 6 5 5 666 66 6 4665665654 

- rPARIVTNYFSA HDNDANLQMDI FLEEDGNVNSKL TKDSVWNYHCWNEAWM'l'R PDLPVG FGGWQAVftlST PQENS DGMYRCGPASVQAI KHGHVC FQFDAP 
~LATWrVTNFNSAHD'l' DTSLTMDI YFDENMKPLE HLN H DSVWN F(JvWNDCWMKR PDLPSG FDGWQvvDA.TPQETSSGI FCCGPCiVES I KNGLVYMK YDT P 

-,r:,,-=-,n=, -:-, -:::=~:;;.,..,..;;;;;, IPTl{VVTNYNSA HDQNS NLLI E YFRNE FGE I QG- DKS EM I WNf'ICWVE S WMTR P DLQPG YEGWQAL[lP T PQE KS EGTYCCGPVPVRAI KEGDLS'l'K YDAP 

IPSfW I TNFNSA li DTDRNLSVDVYYDPMGNPL D- KGS DSVWNf'lvWNE GWFVRS DLGPP YGG WQVL[)AT PQE HS QGV FQCGPASVIGVREGDVQLNFDMP 

IPARSV'J'GFDSA HDTE HNL'l'VD'I' YVNENGE KI 'J':.OM'l'H DSVWNEflvWTDAWM KR P - - - - - YDGWQA"Ï]ATPQE RS QGV FCCGPS PLTAI RKGDI F IVYDTR 

Cl' ,':, , · :JIPAkVVTT F'ASAQGTGG I{LLI DE YYNEEGLQNGEGQKGRI WI FQTS'I'E CWMTR PALPQGYDGWQILflJPSAPNGGGVLGS CDLVPVRAVEŒ GTVGLT PAVS 
6 6646655 6 564 66554 46 5 4 5 5 4446555 5 4 65 6545 44 666 6 5555 5 5 655 5 6 4 5 4 

430 
492 

391 
387 

378 

383 



FXIIIa 
TGk 
TGt 
TGe 
TGp 
B4.2 

(~ ~) 

FVFAEVN::i DLI YI '1' ---Al\1-\ DGTHW ENVDA'I'II IG I-\ LIV'fKQ D'l' YK FQEGQEEE k LALE'I'ALMYGA-- ----- Kl-\ PLN'I' EGVM KSR:> NVDMDFEVEN 

F I FAEVNS Dl-\V YW Q--- RQDDGS F KIVYVEE KAIG 'I'LIV'I' KAI SS NM RED I TYL YKH PEGS DAE RKAVE'I'AAAII GS--------- KPNVYANIZGS AE DVAMQVEAQD 

FV FAEVNADW DWI ---QQ DDGSVHKS I Nk:; LIVGL KI ::i'I'KSVG RDE RE DI 'I'HTYKYP F 'I'I:'AN I! LNK-------------LAE KEE 'I'GMAM IU HVGQS 

FI FAEVNADH I TWL--YDN 'I"I'G l-\QW KNSVN ~;IIT IG k.Y I S'I' KAVG ~iNAkMDV'f' DKY KY PEG ~> DQE HQV FQKALG l-\ L K PN 'l' P FAATS~=;MGLETEEQE PS IIGKLKVAGM 

FVFS EVNGDk. LI WLV l-\MVNGQEE L IIVI SMET't'S IG KNI ::i'l'KAVGQDRHRDI 'l'YEYI-\ YP EGSS EE k.QVMDHA FLLL ::-; ---------S E RE IIf{QPVKE NFLIIM::i VQS DD 

DL FAAI NAS CWWK---CCEDGT LEL'I' DS N'I'K YVG NN I S'I'l-\GVGS DHCED I TQNYKYPEGS LQE KEVLERVE KE KM- --E IŒ KDNGI HPPS LE TAS PL YLLL KAPSS 

5 65556 5 5 45 46 6466 45 4 4 656 6645665 65 5 

5'27 

587 
482 
492 
476 
484 

FXIIIa AVLG KDF KL:j l 'f F RNNSHNk. YT I 'l'AYLSANI '!' FYTGVP KAE-FKKE T F DVTLE PLS F KK EAVLI QAGEYMGQL-- - LEQAS L HF FV'I'A k. I NETR DVLAKQI-\STVL 'l' I 630 

TGk AVMGQDLMVSVMLI NHSSS kk'I'VKL HLYL SVT FYTGVS G'J' I - F KETKK EVELAPGAWDHV'l'MPVAYKEYH. P HL - --VDQGAMLLNVS GHVKES GQVLAKQHT F RL H.'l' 690 

TGt MNMGS DF DVFA II I TNN1'AE EYVC k. LLLCAR'l'VSYNGILGPECGTK YLLNL 'L' LE P FS E KSVPLCILYE KYHDCL---TE S NLI KVRALLVE PVI N::i YLLAE RDLYLEN 586 

TGe 
TGp 
B4 .2 

LAVG KEVNLVLLL KNLSRDTK'I 'VTVNM'I'AW'I' I I YNG'l' LVHE - VW KDS A'l'MS L DPEEEAE HPI KI S YAQYE k. YL---- KS DNMI RI 'I'AVC KVP DES EVVVE HDI ILDN 

VLLGNSVNF TVI L KRKTAALQNVNILGS FELQLYTGKI-\MAK- LC DLNKTS QI - QGQVS EVTLTL DS KT YI NS LAILDDE PVI I{ GF I I AE IVE S KE IMAS EV F'J'S NQY 
LPL HGDAQI SVTLVNHS E QE KAVQLAIGVQAVHYNGVLAAK- LWRKK LHL'I' LSANL E KII 'I' IGL F FS NF ERNP - -- PENT FL RLTAMATI IS ES NLS C FAQED IAIC R 

5 4 5 4 4 6 6 5 4 5 5 4 

FXIIla PE III KVRG1'QWGS DMTVTVQF'l'NPLKET LRNVWVHLDGPGVT-- RPM KKMF RE i k. P NS'J'VQWEEVC HPWVS GHkKLIASMSS D::i - L RflVYGEL DVQI QRE P SM 

TGk P DL S L'I'VLGAAWGQE CEVQIVF KNPLPV'I'L 'l'NW FRLEGS GLQ- - RP KILNVG DIGGNE'I'V'I' LRQ:> FVPVRPG- P k QLIAS LDS PQL::i QVHGVI QVDVAPAPG DGG 

TGt P E I KI RILGE P KQKkKLVAEVS LQN PLPVALEGCT F 'I'VEGAGLTEEQK'I'VE IPDPVEAGEEVKVRMDLVPLl!MGL flKLWNFE S DK- L KAVKGF k.NVIIGPA 

TGe P 'l'L 'I' LEVLNEAk VRK PVNVQML FS NPLDE PVKDCVLMVEG::i GLLLGNL K I DVP- TLGP KE HS HVk. F DI LP ::i k::i GT 1-\QLLADF ::i CNK- F PAI KAMLS I DVAE 

TGp PE FS I ELPNTGLU GQLLVC NCI FKNTLAIPL'l' DVKFS LE S LGI S --S LQTS DHGTVQPGE T I QS QI KCT PI KT G- P KK F IVKLSSKQVKE I NAQKIVLI 'l'K 

B4.2 P HLAI KMP E KAEQYQPLTA:.; v s LQNS L DAPMEDCVI S ILG HGLI HRE RS YRF - RSVWP EN'I'MCAKFQF 'l' P THVGLQHL'I'VEVDCNM- FQNLT NYKS V'J'WAPEL SA 

TGk 

@~ 
t!l. 

6 4 6 4 6 45 6 4 4 44 6 6 4 5 

F F'S DAGG D::iH LGE T IPMASRGGA 

région du site actif 
résidu cystéine du site actif 

• • 
acides aminés aliphatiques (Giy, Ala, Val , Leu, Ile) 
acides aminés hydroxylés (Ser, Thr) 
acides aminés soufrés (Cys, Met) - résidus du site actif(d 'après FXIIIa) 

région potentielle de fixation du calcium 
• • acides aminés dicarboxyliques (Asp, Glu) 

acides aminés aminés (Asn, Gin) (1) 

(2) 

@ 

1 
4, 5,6 

site principal de coupure du FXllla par la thrombine 
second site de coupure du FXIIla par la thrombine 
site de coupure protéolytique de la TGe. 
site de phosphorylation de la TGk . 
nombre de séquences présentant le même acide aminé. 

• • • • 
acides aminés basiques (Lys, Arg, His) 
acides aminés aromatiques (Phe, Tyr, Trp) 
aminoacide hétérocyclique (Pro) 

Figut·e 2 : Alignement des séquences des tt·ansglutaminases humaines. 

594 
581 
587 

732 
794 
687 
693 
679 

691 

817 



TGk TGt TGe TGp B4.2 TGh 

TGk 

TGt 37,2 

TGe 33,5 35,9 

TGp 31,3 35,4 27,1 

B4.2 25,1 26,9 33,1 30,9 22,4 

TGh 34,1 33,9 34,3 32,8 32,8 

Annuline 34,1 34,4 35,8 31,6 32,3 26,7 

Tableau IV: Homologie stricte (exprimée en%) entre les structures primaires 

des transglutaminases humaines (FXIIIa, TGk, TGt, TGe, TGp) 

et des analogues d'invertébrés (TGh, annuline). 

Alignements réalisés avec le programme SIM d'Expasy (http ://expasy.hcuge.ch) sur les séquences 
humaines FXIIIa (numéro d'accès à SWISS PROT:P00488), TGk (P22735), TGt (P21980), TGe 
(Q08188), TGp (P49221), de sauterelle TGh (Q05187) et de Limulus annuline (P52183) 

TGt humaine 

humaine 

bovine 

souris 83 8 
' 

cochon d'Inde 

poulet 

poisson 

82,8 

63,4 

42,2 

bovine 

82,5 

63,1 

41,4 

souris 

62 

41 

cochon 
d'Inde 

42 

poulet 

Tableau V: Homologie stricte (exprimée en%) entre les structures primaires 

des transglutaminases de tissu 

chez l'homme, le boeuf, la souris, le cochon d'Inde, le poulet et le poisson. 

Alignements réalisés avec le programme SIM d'Expasy (http ://expasy.hcuge.ch) sur les séquences de 
l'homme (numéro d'accès à SWISS PROT: P21980), du boeuf (P51176), de la souris (P21981), du 
cochon d'Inde (P08587), du poulet (Q01841) et du poisson (P52181). 



l-Homme 
2-Bœuf 
3-Souris 
4-Cochon d 'Inde 
5-Poulet 
6-Poisson 

------ ---~-
---------~-
---------~-
---------~--
MIGPGP DG'J'MA· ­
---------MIS YK 

5654 

'I ' N G k DIIIITADLC IŒh LVVkkGQP FWL'l' L I! FEG HNYQA:;VO:~ L 'J' FSVV'l' GPAP :: QEAG 'I'l-\Ak fPL k DAVEE 

kDHHTADLC' H E kLVV I<kGQ P FWLTL H F'EG k N Y EA~VDSL 'I' F'CAV'l' GP DP c-i EEAG 'I'KAL F' I< LS DATEE 

I QANGHDIIH'I'ADLC QE KLLVI<EGQ I< F k L T LYF'EGHGY(JA:W D:i LT FGAVTGP DP:i EEAG TKA k E'S L:; m .JVEE 

EVNGHDIIr<TA DLC k E k LVL HH.GQP FW L 'J' L II FEGRGYEAGVDT L T F'NAVTGP DP: 'EEAG 'I'MA R. F';-: L SSAVEG 

R. NGh E Hk TEEMG ::i QQ L VV Hk GQ P F 'J' I 'l' L N FAG I< GYEE GV DKLAF DVE TG PC PVE 'I':i G'I' kS H FT L 'l' OC PEE 

kS HENNLA- Ill< TH E I DI<E HLIVHI< GQP FS I 'l' LQC -i DS L PP KIIII L E LV----- -----L HLG KH DEVVI E HKVQK 

6 554555 5 65546 6444445 645666656 466 5455 5 4 55 645 4555 5444465 4 5 5 4 454 
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4, 5, 6 nombre de séquences présentant le même acide aminé • 

acides aminés aliphatiques (Giy, Ala , Val, Leu, Ile) 
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acides aminés souti-és (Cys, Met) 
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acides aminés aminés (Asn, Gin) 

acides aminés basiques (Lys, Arg, His) 

acides aminés aromatiques (Phe, Tyr, Trp) 
aminoacide hétérocyclique (Pro) 

Figua·e 3 : Alignement des sé<tuences des tnmsglutaminases de tissu. 
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ARNm Acides masse moléculaire références 
aminés calculée mesurée 

TGt 4kb 687 77,3 kDa 82kDa Gentile et al, 1991 

TGH 1,9 kb 548 61,7 kDa 63 kDa Fraji et al, 1992 

TGH2 2,4kb 349 38,7 kDa 37kDa Fraji et al, 1996 

B 

ATG TAG TGA TAA .. ; ... ~-.... p 
991 1750 
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ADNe TGt 111111111111111111111111111111111111114012 
ADNcTGH 

ADNcTGH2 
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Figure 4 : Les transglutaminases de tissu homologues 

A Caractéristiques moléculaires. 

B Organisation génomique du gène de la transglutaminase de tissu. 

CADNc. 

(D'après Fraij et al, 1992, 1996) 



Cette séquence consensus des transglutaminases est la suivante (PROSITE numéro d'accès: 

PODC00473): 

[GT]-Q-[CA]-W-V-xx-[GSA]-[IVT]-x-x-T -x-[LMSC]-R-[CSA]-[L V]-G 

Sur ces 18 résidus, 10 sont strictement identiques lorsque l'on compare les 6 transglutaminases 

humaines (55% d'homologie stricte). L'homologie atteint les 100% entre les TGt d'espèces différentes. 

Des expériences de mutations ponctuelles, Cys314Ala dans le FXIIIa humain (Hettasch et 

Greenberg, 1994), Cys277Ser dans la TGt humaine ou son traitement à l'iodoacétamide, réactif dirigé 

contre les résidus Cys (Lee et al, 1993), provoquent une perte de l'activité transglutaminase. La Cys 

du site actif est donc essentielle à l'activité catalytique. 

La protéine B4.2 d'érythrocyte possède une Ala en lieu et place de la Cys du site actif. Elle ne 

possède pas d'activité catalytique de liaison. Rinsinger et Cohen (1992) ont, par mutagenèse dirigée, 

substitué cette Ala par une Cys dans le site actif de la B4.2 mais ce mutant ne possède toujours pas 

d'activité transglutaminase, ce qui suggère l'implication d'autres résidus différents de cette Cys dans le 

mécanisme réactionnel. 

Hettasch et Greenberg (1994) par mutagenèse dirigée des résidus 310 à 317 (Arg-Tyr-Gly­

Gln-Cys-Trp-Val-Phe) entourant la Cys314 du FXIIIa, ont montré que les chaînes latérales des acides 

aminés entourant le résidu Cys sont nécessaires à une expression optimale de l'activité enzymatique. 

La structure tridimensionnelle aux rayons X du FXIIIa (Yee et al, 1994) suggère que les 

résidus Asp396 et His373 peuvent être importants dans la réaction catalytique (Figure 5). Leur rôle 

dans l'activité de liaison transglutaminase a été démontré par des expériences de mutation dirigée. Ces 

résidus pourraient stabiliser l'intermédiaire thioester formé pendant la catalyse. L'examen des 

séquences des transglutaminases révèle que ces résidus se trouvent dans des régions conservées des 

enzymes. Dans la B4.2, le remplacement de l'His pourrait expliquer le manque d'activité du mutant 

(Ala298Cys) de Rinsinger et Cohen (1992). Ces résidus ou ces régions conservés sont probablement 

des déterminants critiques pour l'activité catalytique des transglutaminases. 

b) Le site potentiel de fixation du calcium 

Les transglutaminases, bien que dépendant du Ca2 
... pour leur activité, ne présentent pas dans 

leur séquence de motif de liaison typique du Ca2+, tel que les structures "EF Hand" retrouvées dans des 

protéines comme la calmoduline (PROSITE numéro d'accès: PDOC00018). 

Les sites de fixation du Ca2+ des transglutaminases sont de faible affinité. Les régions riches 

en résidus chargés négativement représenteraient les sites de liaison potentiels du Ca2
... dans les 

transglutaminases (Nakanishi et al, 1991; Ikuraet al, 1988, 1995). Il existe une région riche en résidus 

Glu (E) (EGSxxERE) conservée dans les séquences des transglutaminases. 
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Figure 5: Structure tridimensionnelle aux rayons X du FXllla. 

(d'après Yee et al, 1994 et SWISS PROT) 



Un second site de fixation potentiel du Ca2+ a été localisé dans la TGt du cochon d'Inde 

(résidus 468-473). Il correspond à une insertion de 4 acides aminés (EEAQ) non retrouvés dans les 

autres espèces. Ikura (1988) suggère que ce second site pourrait contribuer aux propriétés de fixation 

du Ca2
+ de la TGt du cochon d'Inde. Les enzymes humaine et murine ont des cinétiques d'activation 

par le Ca2
+ similaires à celle de l'enzyme du cochon d'Inde, mais ne contiennent pas ce second site de 

fixation du Ca2
+. Il est donc peu probable que se second site contribue aux propriétés fonctionnelles de 

l'enzyme. 

II. Les domaines fonctionnels spécifiques des TGt 

a) Le site de fixation du GTP 

La TGt est une protéine qui fixe le GTP (Achyuthan et Greenberg, 1987; Lee et al, 1989; 

Fesus et al, 1989), ce qui a permis sa purification par chromatographie d'affinité GTP. Elle possède 

une activité GTPase (Lee et al, 1989, 1993; Nakoaka et al, 1994). L'activité transglutaminase est quant 

à elle inhibée par la fixation du GTP (Bergamini et al, 1987; Fesus et al, 1989; Lee et al,l989; 

Greenberg et al, 1991; Nakaoka et al, 1994). 

Cependant la comparaison des séquences des TGt avec celles des protéines fixant le GTP 

(Gentile et al, 1991; Takeuchi et al, 1992), ne montre pas de séquence consensus de fixation du GTP 

(Tanabe et al, 1985)(PROSITE numéro d'accès : PODCOOO 17). 

La Cys essentielle à l'activité transglutaminase n'influence pas l'activité GTPase comme le 

montrent un traitement à l'iodoacétamide, réactif dirigé contre les résidus Cys, ou la mutagenèse 

dirigée Cys277Ser de la TGt humaine (Lee et al, 1993). 

La TGt lie le GTP avec une stoechiométrie de 1:1, ce qui laisse supposer qu'elle ne possède 

qu'un seul site de fixation du GTP (Achyuthan et Greenberg, 1987; Bergamini et Signorini, 1993). 

Trois peptides correspondant à des séquences riches en Gly de la TGt du cochon d'Inde ont 

été synthétisés (520-544, 345-367 et 45-69). Tous ces peptides ont la capacité de lier le GTP, le 

peptide 1 étant le meilleur pour protéger l'activité transglutaminase d'une inhibition par le GTP 

(Takeuchi et al, 1992). Des expériences de délétions montrent que le site de fixation du GTP se 

situerait dans la région C-terminale (Hwang et al, 1995). 

b) Les sites dans la région N -terminale 

1) Na acétylation 

La séquence N-terminale de l'enzyme est bloquée par suppression de la Met initiatrice et 

acétylation subséquente du pénultième résidu Ala (Ikuraet al, 1989). Pour la TGt de poulet, où il y a 
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addition de 8 acides aminés en N-terminal par rapport aux autres TGt, cette acétylation aurait lieu sur 

la Gly (Weraarchak:ul-Boonmark et al, 1992). Chez les Eucaryotes, la suppression de la Met initiatrice 

s'accompagne souvent de l'acétylation du résidu adjacent Ser, Ala ou Gly qui devient alors le résidu 

N-terminal de la protéine (Boissei et al, 1985). La séquence C-terminale ne subit quant à elle pas de 

modification (Ikura et al, 1989). Le groupe Na-acétyle n'influence pas l'activité catalytique de 

l'enzyme, puisqu'une TGt recombinante de cochon d'Inde et d'homme qui ne possède pas cette Na.­

acétylation se comporte comme la TGt naturelle (Ikura et al, 1990; Lee et al, 1993). Une fonction 

différente pourrait lui être attribuée. En effet, il a été suggéré que la Na.-acétylation serait un signal de 

sécrétion alternative des protéines (Muesch et al, 1990). Il existe des preuves en faveur d'une 

externalisation de la TGt dans toute une variété de tissus (Aeschlimann et Paulsson, 1991; Barsigianet 

al, 1991; Aeschlimann et al, 1993; Kojima et al, 1993). Il est probable que cela se produise via un 

mécanisme sécrétoire alternatif. 

2) Fixation de la fibronectine 

La fibronectine est une glycoprotéine impliquée dans l'adhésion cellulaire, l'organisation 

tissulaire et la cicatrisation. La fixation de façon covalente de la fibronectine par la TGt est une 

réaction physiologiquement importante. 

Cependant, la fibronectine peut servir de transporteur spécifique pour la TGt libérée 

accidentellement des érythrocytes ou d'autres cellules du plasma (Lorand et al, 1988), avec une 

stoechiométrie de 2 : 1 pour la fixation non covalente de la TGt à la fibronectine (Turner et Lorand, 

1989; Le Mosy et al, 1992). 

Cette fixation se produit en absence de Ca2+, ce qui suggère l'implication d'un domaine 

différent du domaine catalytique de la TGt (Turner et Lorand, 1989; Jeong et al, 1995). 

La fibronectine possède des domaines de fixation de la TGt dans sa région N-terminale à 

proximité de domaines de fixation du collagène (Turner et Lorand, 1989; Le Mosyet al, 1992; Radek 

et al, 1993). Il a été montré dans la TGt du cochon d'Inde que les résidus N-terminaux 1 à 7 sont 

importants pour la fixation de la fibronectine (Jeong et al, 1995). 

La séquence (Met-Ala-Glu-Glu-Leu-Val-Leu-Glu-Cys-Asp-Leu) positionnée dans la région 

N-terminale des TGt présente une remarquable homologie entre les TGt d'homme, de souris, du 

cochon d'Inde et de poulet (Weraachak:ul-Boonmark et al, 1992). Cette séquence a été proposée pour 

caractériser la classe des TGt se liant à la fibronectine avec une forte affmité (Lorand et al, 1988). 

Cependant, la séquence correspondante dans la TGt de poisson présente une homologie faible avec la 

séquence proposée, puisque seuls les résidus Met-Ala en N-terminal sont conservés (Yasueda et al, 

1995). 
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E. Organisation génique, localisation chromosomique et phylogénie 

L'organisation génique des transglutaminases permet de distinguer deux groupes de gènes : un 

premier groupe contenant 15 exons (FXIIIa et TGk) et un second 13 exons (TGe et B4.2) (Tableau 

VI). Les exons en 5' du groupe 1 et en 3' des deux groupes sont non codants. Le core de l'enzyme 

débute à l'exon II ou I et se termine à l'exon XIV ou XII, respectivement pour les groupes 1 et 2. 

L'introduction de fonction(s) spécialisée(s) se fait par apposition en 5' du core de l'enzyme d'exons 

codant pour des fonctions telles que la susceptibilité à l'acylation, l'activation par la thrombine, .... 

D'autre part, chaque fonction est codée par un exon distinct, e.g.le site actif dans l'exon VII pour le 

groupe 1 ou VI pour le groupe 2. Les exons X et XI du groupe 1 sont fusionnés en un seul exon IX 

dans le groupe 2. 

Malgré des données partielles concernant le gène de la TGt, on sait qu'il est très probablement 

organisé en 13 exons. La totalité de la séquence 5 ' non traduite , le site d'initiation de la traduction et 

les quatre premiers codons sont dans l'exon I (Lu et al, 1995). La structure minimaliste du gène de la 

TGt suggère que c'est l'enzyme le plus simple de la famille. Ceci est en accord avec la distribution 

ubiquitaire de la TGt dans l'organisme. 

Le génome humain ne contient qu'une seule copie de chaque gène localisé sur des 

chromosomes différents, à l'exception des gènes de la TGt et de la TGe tous deux en 20q 11 (Tableau 

VII). Les gènes se seraient dispersés dans le génome humain après duplication d'un gène ancestral 

(Figure 6). L'arbre phylogénique réalisé d'après les données portant sur la structure primaires et 

l'organisation génique révèle deux lignées évolutives. Les gènes des Arthropodes (TGk et Annuline) 

se retrouvent dans la branche des gènes de Vertébrés (FXIIIa et TGk) auxquels ils sont apparentés 

(pour revue: Aeschlimann et Paulsson, 1994). 

F. Régulation de la TGt 

L'expression de la TGt peut être modulée par les molécules signaux, les cations bivalents, les 

nucléotides ou la méthylation (Tableau VIII). La régulation par les rétinoïdes sera abordée plus loin. 

Les molécules signaux comprennent des facteurs de croissance, des agents pharmacologiques, 

des hormones, des dérivés des vitamines, ... Les régions promotrices des TGt du cochon d'Inde (Sutoet 

al, 1993), de la souris (Nagy et al, 1996; Yan et al, 1996) et de l'homme (Lu et al, 1995) sont 

identifiées (Figure 7). Ces régions contiennent, hormis les boites TATA et CAAT, les motifs suivants : 

Sp-1, IL-6-RE, APl, AP2, NF1, GRE (Figure 7). Notons que la TGk est régulée de façon inverse à la 

TGt, c'est à dire négativement par les rétinoïdes et positivement par les esters de phorbol et que la TGp 

est induite par les androgènes (pour revue: Aeschlimann et Paulsson, 1994). 

L'activation de la TGt requiert la fixation du Ca2
+. La spécificité de liaison du Ca2+ semble 

forte car seul le Sr+ peut aussi activer l'enzyme. Les autres cations bivalents sont soit inactifs, soit 
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Ex ons FXIlla TGk Ex ons B4.2 TGt TGe Particularités 
Introns Introns 

I 63pb 89pb région non codante 

I 733pb 

TI 148pb 321 pb I variable 82pb FXIIIa: peptide d'activation par la u.v•u~ 

TGk: peptide responsable de l'ancrage membranaire 
B4.2: épissage alternatif (B4.2L et B4.2) 
site d'initiation de la transcription 

II ]50 pb I 6490pb (jj()(Jpb 

m 189pb 189pb TI 186pb 180pb début du corps principal des TGases 

III 997pb II 900pb 2600pb 

IV 252pb 249pb m 234pb 242pb B4.2: épissage alternatif (forme courte) 

IV 0,4kb III 

v 119pb 119pb IV 119pb 

v 0,2kb IV 

VI 108pb 108pb v 105pb FXIIIa: site de fixation du Ca:l+ 

J"I 0,5 kb v 

vn 175pb 175pb VI 178pb vy.,u:;ul<:; Site actif 

VII 0,5kb VI 

vm 139pb 139pb vn 139pb 

VIII 0,15 kb VII 

IX 104pb 104pb vm 104pb 

IX 2,5kb VIII 

x 89pb 89pb 

x 0,5kb IX 243pb 

XI 154pb 154pb ~ 

XI 0,15 kb IX 

XII 288pb 282pb x 300pb 1 FXliTa:znastteae coupure par la thrombine 

XII 0,2kb x 
xm 191 pb 161 pb XI 161 pb 

XIII 0,4kb XI 

XIV 137pb 137pb XII 134pb 1 fin du corps r ·r . des TGases 

XIV 4,2kb XII 

xv 1688 403pb XIII 1 région nonCOdalrte 

pb 

Taille >160 14,3 kb 20kb 42,8 kb 
kb 

ex ons 15 15 13 13 13 
Tableau VI: Structure des gènes des transglutaminases. 

D'après Ichinose et al, 1988 (FXIII), Phillips et al, 1992; Yamanishi et al, 1992 (TGk), Kim et al, 
1994 (TGe), Korsgren et Cohen, 1991, (B4.2), 1994 (B4.2 murine), Lu et al, 1995 (TGt). 



GèJie 

FXIlla 

TGk 

TGt 

TGe 

TGp 

B 4.2 

· Localisation 
cht~nïasomique 
6p25-p24 

14q11.2 

20q11.2 

20q11.1 

3p21.33-p22 

15q15 

Board et al, 1988; Weisberg et al, 1987; Lozier et al, 1992 

Phillips et al, 1992; Kim et al, 1992 

Wang et al, 1994; Gentile et al, 1994 

Wang et al, 1994 

Gentile et al, 1995; Dubbink et al, 1996 

Najfeld et al, 1992; Singer et al, 1992 

Tableau Vll : Localisation chromosomique des transglutaminases humaines. 

??? 

1 1 II 

Arthropodes 1 Vertébrés 

1 
annuline TGK facteur XIII 

sous-unité a 
TGE bande 4.2 

Figure 6: Arbre phylogénique des transglutaminases. 



, 1Dducte11ts j: ···:~emesi:) ··n:. ; ' IJiJdl)it~~. 
; ··. .< ' ~ ~. . <·< 

Molécules signaux 

IL-6, TGF~l, EGF, vitamine D3, Ethanol, Ester de phorbol 

acide rétinoïque, butyrate de 

sodium 

Cations bivalents 

Ca2+, sr+ Mg2+ Ba2+ Mn2+ 
' ' 

Cu2+ Zn2+ Fe2+ Hg2+ 
' ' ' 

Nucléotides 

GMP,GMPc GTP>GDP>>ATP,CTP 

Méthylation de l'ADN 

hypométhylation hyperméthylation 

Tableau VIII: Liste partielle des modulateurs de l'expression de la transglutaminase de tissu. 
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... ..,. Promoteur constitutif 

Figure 7 : régions promotrices de la transglutaminase de tissu humaine. 

(D'après Lu et al, 1995) 
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répressifs par suite de 1' oxydation des groupements SH libres en pont di sulfure e.g. le Cu2+ ou par 

inhibition compétitive e.g. le Zn2+. Le rapport [Ca2+]/[Zn2+] pourrait réguler l'activité enzymatique dans 

la cellule (pour revue: Aeschlimann et Paulsson, 1994). 

La régulation de l'activité par les guanosine nucléotides est un trait caractéristique des TGt 

(Achyuthan et Green berg, 1987). Le GTP et le GDP se lient réversiblement à l'enzyme et inhibent sa 

fonction catalytique avec des IC5o de respectivement 100 et 400 J.!M. Au contraire, le GMP et le 

GMPc ne présentent aucun effet inhibiteur. D'autres molécules comme l'ATP et le CTP inhibent 

l'activité transglutaminase mais à des concentrations 1000 fois plus élevées. Les concentrations locales 

en GTP et en Ca2+ réguleraient l'activité de l'enzyme in vivo (pour revue : Aeschlimann et Paulsson, 

1994). 

Les études sur la méthylation du promoteur de la TGt des cellules humaines normales et 

néoplasiques montrent que le promoteur est méthylé in vivo et l'hypométhylation du promoteur est 

corrélée avec une expression constitutive du gène (Lu et Davies, 1997). La déméthylation du 

promoteur in vivo par traitement des cellules à la 5-azacytidine augmente 1 'expression de la 

transglutaminase. L'hyperméthylation du promoteur in vivo supprime son activité. Ces études 

suggèrent que 1 'alternance dans la méthylation de 1 'ADN pourrait être un des mécanismes régulant 

1 'expression tissu-spécifique du gène de la TGt. 

G.Distribution-Fonctions 

La TGt est un enzyme ubiquitaire que l'on détecte dans une grande variété de cellules et de 

tissus normaux ou néoplasiques (Tableau IX). On a caractérisé la TGt dans les tissus suivants : foie, 

poumon, coeur, rein, testicule, rate, cristallin, tissu squelettique, thymus, ganglion sympathique (Slife 

et al, 1985; Aeschlimann et al, 1993, Ando et al, 1996, Szondy et al, 1997). Mais sa fonction 

physiologique reste incertaine. Plusieurs fonctions ont été proposées, outre son implication dans 

l'apoptose que nous développerons plus loin. Elles prennent place dans des compartiments cellulaires 

différents et requièrent la présence de la TGt à la fois dans l'espace extracellulaire et dans le cytosol. 

1. Transduction du signal 

La TGt (ou Gah) va permettrait la transduction du signal induit par les récepteurs activés par 

les hormones. Le mécanisme d'action est représenté dans la Figure 8. Cette transduction du signal 

passe par l'inhibition de l'activité transglutaminase de l'enzyme au profit de son activité GTPase qui va 

activer en cascade la PLC81, puis la voie des phosphoinositides. Cette voie de signalisation est régulée 

par le rapport GTP/GDP. La protéine Gl3h provoque quant à elle la bascule de la voie de signalisation 

vers l'activité transglutaminase. Les résidus Val665 à Lys672 en position CT sont critiques pour la 

reconnaissance et la stimulation de la PLC (Hwang et al, 1995). 
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Lign.ée<eellnlaire Orpe Jtspèe~t ' : ~éf,érenees 
' HEL érythroleucémie homme Suedhoff et al, 1990 

K562 érythroleucémie homme Suedhoff et al, 1990 
SK-N-BE neuroblastome homme Piacentini et al, 1991, 1992 

Melino et al, 1988, 1994 
WI-38 fibroblastes de poumon homme embryon birckbichler et al, 1977, 1983 
CHO fibroblastes d'ovaire hamster chinois Milhaud et al, 1980 
NRK fibroblastes de rein rat Davies et al, 1980 
Nlli 3T3 fibroblastes souris embryon Cai et al, 1991 
Balb-C 3T3 fibroblaste Gentille et al, 1992 

érythrocytes Lorand et al, 1976 
érythrocytes poulet Weraarchakul-Boonmark et al, 1992 
macrophages alvéolaire * souris Tanaka et al, 1991 
macrophages péritonéaux* souris Murtaugh et al, 1983 

Moore et al, 1984 
Chiocca et al, 1988, 1989 
Gentille et al, 1991 

cellules endothéliales homme Gentille et al, 1991 
cellules épidermiques ou souris Yuspa et al, 1982 
kératinocytes Litchi et al, 1985, 1988 

Rice et al, 1977, 1979 
cellules épidermiques ou homme Rubin et al, 1986 
kératinocytes 
cellules T* homme Amendola et al, 1994 
lymphocytes homme Novogrodsk:y, 1978 
hépatocytes* rat Piacentini et al, 1991, 1992 

Fesus et al, 1991, 1989 
McA-RH7777* hepatome rat Fukuda et al, 1993 
HepG2* hepatoblatome homme Suto et al, 1993 
Hela-TV adénocarcinome du col homme Piacentini et al, 1991 

utérin 
THP-1 Mehta et al, 1986 
HL-60 leucémie aigüe homme Mehta et al, 1996 

myéloblastique et Nagy et al, 1996, 1995 
promyélocytaire 

2C5 cellules épithéliales de rat Denning et al, 1991 
trachée 
mastocytes Fesus et al, 1985 
cellules endothéliales* ou boeuf Nara et al, 1989 
non Nakanishi et al, 1991 
cellules hypophysaires homme Kitahara et al, 1987 
sécrétant de l'ACTH 

SPOC 1* cellules épithéliale rat Zhang et al, 1995 
trachéobronchiale 

EDE16-l* cellules épithéliales homme Rorke et al, 1995 
ectocervicales 
fibrosarcome hamster Alaoui et al, 1992 

NHEK kératinocytes homme George et al, 1990 
chondrocytes lapin Borge et al, 1996 

Demignot et al, 1995 
CaCo2 adenocarcinome de colon Mc Cormack et al, 1996 
*cellules mdultes 

Tableau IX : Distribution de la transglutaminase de tissu dans les lignées cellulaires 



H+R-... --•IIIlo H-R* 

PLC81 

GahGDP·PLC81 

H hormone/ agonis te a 1 
R récepteur/ récepteur adrénergique al 
* forme active 
GTP Guanosine triphosphate 
GDP Guanosine diphosphate 
PLCol phospholipase C delta 1 

G~h 

GahGTP(GTPase )* 

PLC81 

Gah sous unité a (transglutaminase de tissu) de la protéine G homologue (Gh) 
Gph sous unité P de la Gh 
TGase activité transglutaminase 
GTPase activité d'hydrolyse du GTP 
PIP2 phosphatidyl inositol diphosphate 
IP3 lnositol triphosphate 
Pi phosphate inorganique 

Figure 8: Modèle pour la régulation des fonctions de signalisation et de liaison de la TGt/Gah 

par les récepteurs activés par les hormones 

(Adaptée à partir de Nakoaka et al, 1994 avec les données de Baek et al, 1996 et Feng et al, 1996). 



II. Stabilisation de la matrice extra-cellulaire 

Il existe une activité TGt dans l'espace extra-cellulaire (Aeschlimann et Paulsson, 1994; 

Aeschlimann et al, 1995). Dans ce compartiment, la concentration en Ca2+ est suffisamment élevée 

pour activer l'enzyme. Les facteurs inhibiteurs comme le GTP ou le Zn2+ y sont largement absents. 

On a pu montré qu'un nombre important de protéines extra-cellulaires pouvait servir de 

substrats glutaminyls spécifique vis à vis de la TGt (Tableau X). Il n'est toutefois pas clair si toutes 

ces protéines sont réticulées in vivo par la TGt. 

Cependant, la TGt est souvent colocalisée dans l'espace extra-cellulaire avec le complexe 

laminine-nidogène et avec la fibronectine (Aeschlimann et al, 1991). 

De plus une implication du fibrinogène et de la fibronectine à la surface des hépatocytes et des 

cellules endothéliales dans la matrice périnucléaire à été démontrée (Barsigian et al, 1988, 1990, 1991; 

Martinez et al, 1989; Mitkevich et al, 1996; Tyrrel et al, 1988; Kinsella et Wight, 1990). La TGt lie 

également les complexes laminine-nidogène dans les membranes basales (Aeschlimannet al, 1991, 

1992). Elle intervient dans la calcification des cartilages, dans la formation des osendochondraux et la 

maturation du cartilage de la trachée (Aeschlimann et al, 1993; Hohenadl et al, 1995; Borge et al, 

1996). Cette matrice est altérée dans les inflammations, ou lors de la vieillesse menant à l'arthrite ou à 

l'arthrose. Elle jouerait un rôle dans les événements apparentés à la cicatrisation et la réparation des 

tissus, telle que la formation de matrices fortement insolubles présentes dans le foie des cirrhotiques 

(Zatloukal et al, 1992). On a montré que la TGt se lie à la MEC avec une forte affinité après 

cicatrisation des blessures (Bowness et al, 1988; Upchurch et al, 1991; Wang et al, 1993). 

III.Modulation d'activités biologiques 

La TGt convertit par dimérisation la cytokine IL-2 en un facteur cytotoxique pour les 

oligodendrocytes dans les processus de régénération neuronale (Eitan et Schwartz, 1993). 

La TGt régule la conversion par la plasmine du TGFf3 latent en TGFf3 actif (Kojima et al, 

1993), probablement en augmentant l'activité de la plasmine par des molécules réticulées appartenant 

à la classe des inhibiteurs de l'activateur du plasminogène (Jessen et al, 1993, 1994; Kojima et al, 

1993) et en liant la protéine de fixation du TGFf3latent, qui inhibe le TGFf3 (Nunes et al, 1997). 

La TGt catalyse l'incorporation de polyamines et la formation de liens intramoléculaires dans 

la phospholipase A2 (PLA2) ce qui augmente son activité (Cordella-Mièle et al, 1990, 1993). De 

façon similaire, elle module l'aspartyl protéase du VIH, un enzyme essentiel pour la maturation du 

virus, par l'incorporation de polyamines (Beninati et al, 1992). 

La TGt participe aussi aux modifications covalentes des apolipoprotéines (Coccuzzi et al, 

1990) et des lipoprotéines (Borth et al, 1991). 
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Substrats 

fibrin( ogène) 

fibronectine 

vitronectine 

nidogène-entactine 

procollagène de type III 

collagène de type I 

collagène de type II 

collagène de type VII 

ostéonectine/BM40/SP ARC 

ostéopontine/SPP-1 

galectine 3 

Références 

Achyuthan et al, 1988; Shainoff et al, 1991 

Fesus et al, 1986; Upchurch et al, 1987; Tyrrel et al, 1988; Le 

Mosy et al, 1992 ; ; Bendixen et al, 1993 ; Martinez et al, 1994 

Sane et al, 1988, 1990; Skorstengaard et al, 1990 

Aeschlimann et al, 1991, 1992 

Bowness et al, 1987 ; Aeschlimann et al, 1993 

Juprelle-Soret et al, 1988 

Aeschlimann et al, 1993 

Raghunath et al, 1996 

Aeschlimann et al, 1993, 1995 

Prince et al, 1991 

Mehul et al, 1995 

Tableau X · : Protéines de la matrice extra-cellulaire 

servant de substrats in vitro à la transglutaminase de tissu. 



La TGt lie l'inhibiteur de l'activateur du plasminogène (PAI2), qui empêche ainsi la 

fibrinolyse (Jessen et al, 1993, 1994). La TGt aurait pour rôle de localiser l'activité en liant la PAI2 

aux structures des membranes extra-cellulaires. 

IV.Circulation de molécules 

La TGt intervient dans certains mécanismes de circulation de molécules comme 1 'endocytose 

par les récepteurs des hormones protéiques et polypeptidiques (Davies et al, 1980, 1984; Levitzki et 

al, 1980). Elle joue également un rôle dans la sécrétion de l'insuline des cellules pancréatiques J3 

stimulées par le glucose (Sener et al, 1985; Bungay et al, 1986) en participant à la machinerie 

contrôlant l'accès des granules de sécrétion au site d'exocytose ou le transport de vésicules 

d'endocytose (Ando et al, 1989). 

V. Différenciation cellulaire 

La TGt serait impliquée dans le contrôle de la prolifération cellulaire (Birckbichleret al, 1977, 

1981; Birckbichler et Patterson, 1978; Nara et al, 1992), l'expression de la TGt laissant les cellules 

dans un état non prolifératif. 

La TGt joue aussi un rôle dans la capacité des cellules tumorales à métastaser (Barnes et al, 

1985; Delcros et al, 1986; Knight et al, 1991; Birckbichler et al, 1976). Il existe une corrélation 

inverse entre l'expression de la TGt et la capacité à métastaser. Une TGt non fonctionnelle à été 

décrite dans les tumeurs (Knight et al, 1991). De plus, la lignée cellulaire de neuroblastome humain 

SK-N-BE(2), transfectée par l'ADNe complet de la TGt est incapable d'induire le développement de 

tumeurs lorsqu'elles sont xénogréffées dans une souris SCID (Piacentini et al, 1996). 

L'induction de la TGt est corrélée avec les changements morphologiques survenant dans 

plusieurs lignées cellulaires (Paye et al, 1986; Byrd et Litchi, 1987; Nara et al, 1989; Gentile et al, 

1992) et est impliquée dans la différenciation de certaines cellules (Moore et al, 1984; Byrd et Litchi, 

1987; Uhl et al, 1987; Suedhoff et al, 1990; Seiving et al, 1991;Volberg et al, 1992). 

La TGt augmente l'adhésion aux substrats des cellules comme les fibroblastes et les 

chondrocytes (Cai et al, 1991; Gentile et al, 1992; Borge et al, 1996). 

Ainsi la TGt induit la différenciation des monocytes en macrophages (Schroff et al, 1981; Leu 

et al, 1982; Kannagi et al, 1982 ; Murtaugh et al, 1983, 1984). Cette activation des macrophages est 

corrélée à une augmentation des capacités de phagocytose par les récepteurs F c (Schroff et al, 1981; 

Leu et al, 1982; Fesus et al, 1981). 
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La régulation de la transglutaminase de tissu par les rétinoïdes 

Avant de voir la régulation de 1' expression de la TGt par les rétinoïdes, nous consacrerons un chapitre 

aux rétinoïdes (fonctions et mécanisme d'action). 

A.Les rétinoïdes 

1. Définition des rétinoïdes 

Les rétinoïdes naturels sont des dérivés de la Vitamine A (ou rétinol). Les principales sources 

de Vit A sont ks esters de rétinol d'origine animale et les 13 caroténoïdes (pro-Vit A) d'origine 

végétale. Cette substance et/ou ces dérivés sont impliqués dans de nombreux effets biologiques 

(reproduction, croissance, mécanisme de la vision, régulation du système immunitaire) (VanPelt et 

Rooij, 1991; Ross et Hanmerling, 1994). Le rétinol tout-trans est métabolisé via des réactions 

d'oxydations et d'isomérisations en plusieurs métabolites actifs dont le Rétinaldéhyde (Rai), l'Acide 

Rétinoïque tout-trans (ARtt) et le 9-cis Acide Rétinoïque (9cisAR). L'AR peut agir de façon paracrine, 

en passant directement de la circulation sanguine à l'intérieur de la cellule ou autocrine, au niveau 

cytoplasmique, où une alcooldéshydrogénase et une déshydrogénase/réductase des chaînes courtes 

catalysent l'interconversion réversible du rétinol en rétinal, qui est lui même transformé 

irréversiblement en acide rétinoïque tout-trans par une rétinaldéhyde déshydrogénase ou par le 

cytochrome P450. L'aldéhyde déshydrogénase est régulée en retour négativement par l'AR (pour 

revues : Duester, 1996 ; Napoli, 1996) (figure 9). Le mécanisme de la synthèse de l'isomère 9-cis AR 

n'est pas encore élucidé. L'action d'une isomérase sur l'ARtt est l'hypothèse la plus souvent retenue 

(Levin et al., 1992 ; Heyman et al., 1992). 

La structure des rétinoïdes est globalement hydrophobe. Ce sont des hydrocarbures 

polyisopréniques comprenant cinq doubles liaisons conjuguées. On distingue trois parties dans cette 

structure: (figure 10) 

- une extrémité cyclique terminale hydrophobe. 

- une chaîne polyénique. 

- une extrémité polaire (CH20H : Rétinol, CHO : Rétinaldéhyde, COOH : Acide Rétinoïque ). 

II. Effets de l'acide rétinoïque 

L'AR présente des effets pléïotropiques. Il se montre capable de réguler l'embryogenèse, la 

morphogenèse (Slack, 1987; Brockes, 1991; Riddle et al, 1993), la croissance, la différenciation et 

l'apoptose dans différents types cellulaires (De Luca et al, 1991 ; pour revue: Gudas, 1994). 

Les rétinoïdes ont un effet de régulation de la prolifération cellulaire, mais leur rôle majeur 

réside dans une activité de différenciation cellulaire et tissulaire. Les effets de ces rétinoïdes peuvent 
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RBP-RetinoJ ':<~!ii==~• Retinol 

RBP : protéine du sérum flxant le rétinol 
CRPB : protéine cellulaire f!fWlt le rétinol 
CRABP : protéine cellulaire fixant l'acide rétinoïque 

Acide ritinoique 
PLASMA 

Figure 9: Mécanisme de la synthèse de l'acide rétinoïque et stockage des rétinoïdes 
(D'après Duester, 1996) 
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Figur·e 10: Str·ucture des rétinoïdes et principaux rétinoïdes natur·els. 



être disséqués en étudiant des lignées cellulaires en culture, telles que les cellules de leucémie 

humaine myéloblastiques et promyélocytaires HL-60 (Breitman et al, 1980) qui se différencient en 

granulocytes sous 1 'effet de la 1 'ARtt. La différenciation cellulaire se caractérise par différents 

phénomènes: une réduction de la prolifération cellulaire, un accroissement de la capacité d'adhésion 

des cellules, une baisse des propriétés invasives, l'expression de marqueurs génétiques spécifiques 

d'un type cellulaire ... Ces phénomènes sont en fait le résultat d'une altération de l'expression de 

nombreux éléments de la machinerie cellulaire comme les hormones peptidiques, les facteurs de 

croissance, certains enzymes, les facteurs de transcriptions ou des protéines de structure (pour revue : 

Gudas et al, 1994). 

Tous ces éléments peuvent être impliqués dans le processus qui conduit à l'état différencié d'un type 

cellulaire. 

III.Rétinoïdes et pathologie 

Les effets différenciateurs des rétinoïdes ont jusqu'à présent deux champs d'application 

médicale : les affections cutanées et le cancer. 

Les rétinoïdes ont un effet sur le maintien des épithélia. Ils réduisent notamment les 

phénomènes de kératinisation de la peau. Cet effet est mis à profit dans le traitement de diverses 

pathologies de la peau, telles le psoriasis, les formes d'acné sévère, diverses hyperkératoses et le 

traitement du vieillissement cutané lié à l'exposition solaire (pour revue :Gollnick, 1996). Rappelons 

par ailleurs que l'AR régule négativement l'expression de la transglutaminase de kératinocytes, qui 

intervient dans la différenciation terminale des kératinocytes et dont 1' expression est déréglée dans ces 

pathologies. 

L'utilisation potentielle des rétinoïdes dans la chimioprévention et le traitement du cancer 

soulève actuellement un intérêt considérable (pour revue: Lotan, 1994, 1996; Cornic et al, 1994). 

Après le succès spectaculaire obtenu dans le traitement de la leucémie à promyélocytes (pour revue : 

Chomienne et al, 1996), un nombre croissant de tumeurs et d'hémopathies bénéficie en effet d'essais 

de traitement par les rétinoïdes. Ils ont aussi donné des résultats prometteurs dans le traitement de 

lésions cutanées prémalignes, de trouble épithéliaux hyperprolifératifs (Lotan, 1994). Les rétinoïdes 

peuvent agir sur les cellules tumorales en inhibant leur prolifération et surtout en provoquant leur 

différenciation (Sporn et Roberts, 1983; Pfahl et al, 1994). Certaines études ont montré que l'effet 

différenciateur de l'AR sur les cellules de leucémie humaine HL-60, de neuroblastome SK-N-BE ou 

d'adénocarcinome HeLa, s'accompagne d'un phénomène d'induction de l'apoptose (Martin et al, 

1990; Piacentini et al, 1991). 
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Les rétinoïdes soulèvent un grand intérêt dans le domaine du myélome depuis qu'il a été 

rapporté que l'AR s'opposait à l'action de L'IL-6, facteur de croissance et de prolifération tumorale 

majeur de la maladie (Klein et Bataille, 1991), dont il diminuerait le taux de récepteursmembranaires 

(Si dell et al, 1991 ). Des essais thérapeutiques utilisant 1 'AR seul ou en association avec 1 'interféron a 

ont déjà débuté. Ces données justifient le choix du modèle du myélome dans notre étude. 

IV.Mécanisme d'action des rétinoïdes 

Les rétinoïdes interagissent avec des protéines cytoplasmiques (CRABPs et CRBPs) et des 

récepteurs nucléaires (RARs et RXR.s). Ces derniers reconnaissent spécifiquement des séquences 

d'ADN, les éléments de réponse aux rétinoïdes (RAREs ou RXREs), localisés dans les régions 

promotrices des gènes régulés par les rétinoïdes. La spécificité de reconnaissance des éléments de 

réponse dépend de leur dimérisation. En effet les récepteurs sont capables «d'homodimérisen> (RXR­

RXR) ou «d'hétérodimériser» (RAR-RXR) (Figure 11). 

a) Protéines cytoplasmiques liant les rétinoïdes 

La nature hydrophobe des rétinoïdes limite leur solubilité et donc leur diffusion en milieu 

aqueux. Le rétinol et l'acide rétinoïque sont pris en charge dans les cellules cibles par des protéines 

navettes spécifiques, les CRBP de type 1 et II (Cytoplasmic Retinol Binding Protein) et les CRABP de 

type 1 et II (Cytoplasmic Retinoic Acid Binding Protein) respectivement. Leur rôle n'est pas encore 

clairement établi. Elles pourraient servir de réserves intracellulaires pour le rétinol et l'AR. Les 

CRABPs interviendraient aussi dans le métabolisme de l'AR et dans sa translocation nucléaire (revue : 

Duester, 1996; Napoli, 1996). Il est intéressant de noter que l'AR régule l'expression de la CRBPI et 

de la CRABPII. Cependant ces protéines ne sont pas indispensables, puisque des lignées cellulaires 

qui en sont dépourvues répondent parfaitement à l'AR (Jetten et al, 1987) (ex : HL 60), et des souris 

knock-out pour le gène de la CRABP ne présentent pas de syndrome apparent (Lampron et al, 1995). 

De plus, un certain nombre de rétinoïdes de synthèses très actifs ne se lient pas aux CRABPs. 

b) Les récepteurs nucléaires de l'acide rétinoïque 

Une fois dans le noyau, l'ARtt se lie à des récepteurs nucléaires spécifiques les RARs. 

L'isomère 9cis AR se lie aux RARs et à une seconde classe de récepteurs, les RXRs. 

1) La superfamille des récepteurs nucléaires 

Les récepteurs nucléaires constituent une superfamille de facteurs de transcription dont 

l'activité est régulée par un ligand (Wahli et Martinez, 1991). Cette superfamille englobe les 

récepteurs des hormones stéroïdes, thyroïdes, de la Vitamine D et de l'acide rétinoïque, ainsi qu'un 
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nombre croissant de récepteurs dit orphelins, pour lesquels aucun ligand n'a encore été identifié 

(Laudet et al, 1992). 

2) Domaines fonctionnels des récepteurs nucléaires 

L'unité de la famille est définie par la conservation de la même organisation structurale et 

fonctionnelle par tous ces récepteurs qui présentent le même mécanisme général d'action (Figure 12). 

Les RARs et les RXRs, ainsi que tous les autres membres de la superfamille des récepteurs nucléaires, 

sont des facteurs de transcription ligand-dépendants. Ils portent donc dans leur séquence protéique les 

motifs structuraux responsables de cette dualité de fonction. Les récepteurs se composent de 6 

domaines appelés A 1 B 1 C 1 D 1 E 1 F (pour revue : Evans, 1988 ; Chambon, 1996 ; Gronemeyer et 

Laudet, 1996). Deux d'entre eux nous intéressent particulièrement pour notre étude : le domaine Cou 

DBD (DNA Binding Domain) responsable de 1 'interaction avec l'ADN, et le domaine E ou LBD 

(Ligand Binding Domain) impliqué dans la liaison du ligand. Ces domaines C et E sont reliés par le 

domaine D qui semble contribuer à la fois à la liaison de 1 'ADN et à celle du ligand, mais produirait 

également une certaine flexibilité entre les deux domaines. 

Le domaine N-terminal transactivateur AIB est de taille et de séquence très variable selon les 

récepteurs. Le domaine C est très fortement conservé dans toute la famille des récepteurs nucléaires. 

A l'inverse le domaine E est de séquence beaucoup plus variable, ce qui s'explique par la diversité des 

ligands. Ce domaine porte une fonction transactivatrice AF-2 régulée par le ligand tandis que l'activité 

transactivatrice AF -1 des domaines AIB serait plutôt indépendante du ligand selon le récepteur 

considéré. Un élément essentiel de la régulation de cette activité de liaison à l'ADN est la capacité de 

nombreux récepteurs nucléaires à former des homo ou hétérodimères. Cette dimérisation fait 

intervenir les domaines C et E. Une séquence signal de transfert nucléaire a été identifiée dans le 

domaine D. Le domaine F ne semble pas porter de fonction connue. Il n'est d'ailleurs pas présent 

parmi tous les récepteurs. 

3) Les RARs (Récepteurs de l'Acide Rétinoïque) 

C'est en 1987 que deux équipes (Giguere et al, 1987; Petkovitch et al, 1987) isolent 

simultanément l'ADNe d'un nouveau membre de la famille des récepteurs nucléaires: le récepteur de 

l'acide rétinoïque (RAR). Deux autres isoformes du RAR ([3 et y) sont ultérieurement identifiées grâce 

à leur forte homologie de séquence avec le premier (RARa) (de Thé et al, 1987; Zelent et al, 1989). 

Ces isoformes présentent 97% d'homologie de séquence dans leur domaine C et 82% dans leur 

domaine E (figure 13). La diversité se trouve encore augmentée par l'existence de deux promoteurs 

pour chaque gène, donnant naissance à deux transcrits alternatifs. Ces transcrits génèrent des 

isoformes avec une extrémité NT différente. De plus, plusieurs variants provenant d'épissages 
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alternatifs ont été caractérisés. On dénombre chez 1 'homme 2 RARa, 4 RARI3 et 2 RARy (Tableau 

XI). 

4) Les RXR.s (Récepteurs du Rétinoïde X) 

Un second type de récepteur des rétinoïdes, le RXR, a été initialement identifié par sa capacité 

à être activé par 1 'ARtt (Mangelsdorf et al, 1990). Cependant 1 'incapacité de 1 'ARtt tritié à se lier avec 

une bonne affinité au RXR a conduit à poursuivre la recherche de son ligand naturel : le rétinoïde X . 

Cette recherche a abouti à la découverte du 9cis AR, un stéréoisomère de 1 'ARtt, comme ligand du 

RXR (Heyman et al, 1992; Levin et al, 1992). Le 9cis AR est aussi capable d'activer les RARs. 

D'autres isoformes du RXR ont par la suite été identifiées (RXR a, 13 et y) (Mangelsdorf et al, 1992). 

Il existe entre les différentes isoformes des RXRs 95% d'homologie de séquence dans leur 

domaine Cet 86% dans leur domaine E. Cependant il n'y a plus que 62% d'homologie de séquence au 

niveau du domaine C entre les RARs et les RXRs et 27% au niveau du domaine E, ce qui corrobore 

l'existence de ligands qui leur sont propres (Figure 13). Tout comme les RARs, les RXR.s comportent 

des isoformes : 2 R.XRa, 2 RXRI3 et 2 RXR.y (Tableau XI). 

Les récepteurs de l'acide rétinoïque se caractérisent donc par une exceptionnelle diversité. Il 

existe suffisamment de différences dans le domaine E de liaison du ligand entre les isoformes des 

RARs ou entre celles des RXRs pour concevoir la synthèse de ligands spécifiques d'une classe ou 

d'une sous-classe. 

c) La transactivation 

La fonction ultime des RARs et/ou R.XRs est d'activer la transcription du gène cible contrôlé 

par le RARE ou le RXRE sur lequel ils se fixent. 

1) Eléments de réponse aux rétinoïdes 

Après liaison du ligand à son récepteur, le complexe formé va réguler la transcription de gènes 

cibles en se fixant à des séquences spécifiques d'ADN appelées Elément de Réponse Hormonal HRE 

(Hormon Responsive Element). Cette interaction se fera sous la forme d'un homodimère ou d'un 

hétérodimère. Les éléments de réponse sont constitués de séquences nucléotidiques consensus 

5'PuG(G/A)(T/A)CA, disposées en palindrome, en répétition directe ou en élément complexe. Dans la 

plupart des cas les éléments de réponse aux RARs et aux RXRs sont des Répétitions Directes (DR), et 

c'est l'espacement ~n nombre de nucléotides entre les deux séquences répétées qui définit le type 

d'élément de réponse: RARE ou RXRE. De cet espacement entre les DR, la règle du 1,2,3,4,5 a été 

tirée (Umesono et al, 1993). Bien qu'elle ne soit pas absolue elle se définit ainsi : un RARE se 

compose d'un DR2 ou d'un DR5 tandis qu' un RXRE se compose lui d'un DRI. Un DR3 et DR4 

définissent respectivement un élément de réponse pour les récepteurs de la Vitamine D (VDR) et de 
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Gène Isoformes majeures localisation Ligand 

chromosomique 

RARa al, a2 17q21.1 Acide rétinoïque 

RARf3 f3l,f32,f33,j34 3p24 tout-trans 

RARy yl,y2 12ql3 et 9 cis 

RXRa al, a2 9q34.3 Acide rétinoïque 

RXRf3 f31, 132 6p21.3 9 cis 

RXRy yl, y2 lq22-q23 

TableauX!: Récepteurs de l'acide rétinoïque (RAR) et du rétinoïde X (RXR). 

(D'après Chambon, 1996) 



Répétitions directes (DR) 

Palindromes 

RARE(DRS) 

hRARP2 
mCP-H 
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mHox-1.6 
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RXRE(DRl) 

rCRBPII 
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GTAGGTCAAAAGGTCAGA 
CCAGTTCACCAGGTCAGG 

AGGTCAnAGGTCA 
----+1----+ 

ACAGGTCACAGGTCACAGGTCACAGTTCATT 
GCAGGGCAAGGGTCAAG 
TGGTGTCAAAGGTCAAA 

TCAGGT~~GACCTGA 

TCAGGT9tCAGTGACCTGA 

Sn 
TGACCTnnnnnnnnAGGT~ 

~-----
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AAAGGTAAGATCAGGGACGTGACCGCA 

GAGGTGAGTCAGGTTAA. • (13n) .. GGGTCAAC 

Figure14: Exemples d'éléments de réponse parmi les différents types de RARE et RXRE. 

(pour références: Mangelsdorf et al, 1994) 

CP-H : complement factor H, ADH3 : alcool déshydrogénase 3, ApoAI : apolipoprotéine AI, OV AL : 
ovalbumine, Vit A2 : vitellogénine A1, MCAD : medium chain acyl-CoA deshydrogénase, GH : 
growth hormone, LamB 1 : laminine B 1. 
h : homme, rn : souris, r : rat, c : poulet, x : xenope. 



l'hormone thyroïdienne (TR). Un RARE fixe un hétérodimère RAR(en 5')-RXR(en 3') et un RXRE 

fixe un homodimère RXR-RXR. Le motif RARE de type DR5 est plus répandu que le type DR2 et sa 

transactivation par 1 'AR est plus efficace (Figure 14). 

Les RAREs existent aussi sous forme de palindrome inversé ou non. Un troisième groupe de 

RAREs possède des configurations dites complexes constituées de demi-sites qui sont souvent 

dégénérés à partir de la séquence consensus AGGTCA et dont 1 'orientation se fait au hasard. Ces 

HREs apparaissent permissifs pour certains types de récepteurs hormonaux et présentent une faible 

affinité pour les RARs (Figure 14). 

Les RXRE sont plus homogènes. Ils sont exclusivement des éléments de type DRl. Les 

hétérodimères RXR-RAR sont aussi capables de se lier à un élément de type DRl, mais ils adoptent 

une conformation particulière, avec le RXR sur le demi-site en aval, qui rend ces complexes inactifs 

(Kurokawa et al, 1994). 

2) Rôle du RXR dans la transactivation 

Homodimère RXR-RXR 

Le 9cis AR favorise la formation d'homodimères RXR-RXR (Zhang et al, 1992) qui se lient 

avec une forte affinité aux RXREs de type DRl, présents dans le promoteur de gènes tel que la 

CRBPII ou l'Apoprotéine Al. 

Hétérodimère RAR-RXR 

Deux théories s'opposent : 

(i) RXR partenaire silencieux 

Dans les hétérodimères RAR-RXR, le RXR a été décrit comme un partenaire silencieux 

essentiel pour la fixation de 1 'hétérodimère à 1 'ADN, mais incapable de fixer son propre ligand et ne 

participant pas à 1 'activité transcriptionnelle. Celle-ci serait déclenchée par la fixation du ligand du 

partenaire de RXR dans l'hétérodimère (Forman et al, 1995; Kurokawa et al, 1994; Valcarel et al, 

1994). De même, le RXR dans les hétérodimères RAR-RXR fixés sur les motifs DRl en position 

inverse ne semble pas lier pas son ligand (Kurokawa et al, 1994). 

Mais cette réponse n'est pas toujours si claire car sur les motifs DR2 on observe que le RAR 

et le RXR ont une activité transcriptionnelle additive (Durandet al, 1992). Le 9-cis AR pourrait aussi 

activer la transcription de l'hétérodimère RXR-NGFl fixé sur un DR5 (Forman et al, 1995) ou RXR­

LXR fixé sur un DR4 (Willy et al, 1995), ou encore RXR-PPAR fixé sur un DRl (Kliewer et al, 

1993). Le partenaire RXR n'est donc pas forcément aussi silencieux qu'il n'y parait. 
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(ii) RXR. partenaire potentialisateur 

Le RXR n'est pas un partenaire silencieux mais plutôt un partenaire qui potentialise 1 'effet du 

RAR. Bien que le ligand RXR. seul ne soit pas capable comme le ligand RAR d'activer la 

transcription, son addition au ligand RAR donne une activation synergique de la transcription qui 

requiert les domaines transactivateurs des deux récepteurs. La fixation du ligand RAR serait un 

prérequis à la fixation du ligand RXR. (Forman et al, 1995; Minucci et al, 1997). De plus le ligand 

RXR. stabilise les hétérodimères sur le promoteur (Minucci et al, 1997). De façon intéressante le 

traitement combiné avec des ligands sélectifs RAR et RXR. a montré la génération d'effets 

synergiques dans plusieurs systèmes biologiques (pour revue: Minucci et Ozato, 1996). 

3) Modulation de la transactivation 

Les différentes voies impliquant le RXR. se régulent entre elles par compétition pour 

l'accessibilité au RXR pour la formation des hétérodimères (Davis et Lazar, 1992; Barettino et al, 

1993; Damm et al, 1993). 

L'acide 9-cis rétinoïque favorise in vitro la formation d'homodimères RXR-RXR. (Zhang et 

al, 1992) et pourrait ainsi se comporter comme un antagoniste des réponses médiées par les 

hétérodimères RAR-RXR (Carlberg et al, 1993). L' ARtt quant à lui induit in vitro la formation 

d'homodimères RAR-RAR qui n'ont pas d'activité biologique décrite (Lefebvre et al, 1995). Les 

ligands peuvent donc moduler les voies de signalisation par les rétinoïdes en jouant sur les équilibres 

entre les différents dimères. 

Un autre mécanisme de régulation de la transcription a récemment été mis en évidence avec la 

découverte de facteurs protéiques qui interagissent avec les récepteurs de l'acide rétinoïque (Minucci 

et Ozato, 1996) (Figure 15). Deux classes de facteurs ont été isolés: les premiers qui interagissent 

avec les récepteurs sans ligand et qui se dissocient des récepteurs après fixation du ligand (N-CoR et 

SMRT), et les seconds, qui interagissent seulement avec les récepteurs fixant leur ligand (SRC-1/TIF2 

et CBP/p300). La transactivation par RAR-RXR sur un élément DRS requiert la dissociation d'un 

corépresseur des récepteurs nucléaires, et le recrutement de coactivateurs (Glass et al, 1997; Minucci 

et Ozato, 1996). Sur un élément DR1, N-CoR reste associé avec l'hétérodimère même en présence de 

ligand RAR, avec comme conséquence une répression constitutive (K.urokawa et al, 1995). 

Le complexe récepteur-ligand-coactivateur ainsi formé va agir sur la machinerie 

transcriptionnelle par l'intermédiaire de Facteurs Intermédiaires de Transcription (TIFs). Les 

récepteurs se lient à la TBP et la TAFnllO dans le complexe TFIID selon un processus ligand­

dépendant et au TFIIB (Minucci et Ozato, 1996; Chambon et al, 1996) (Figure 16). 
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4) Régulation positive 

Les rétinoïdes modulent ainsi l'expression de gènes cibles, dont beaucoup sont impliqués dans 

le métabolisme des lipides, des acides gras et des sucres. Plus frappante est l'autorégulation par les 

rétinoïdes des voies de signalisation de la vitamine A. Leurs cibles incluent les protéines liant les 

rétinoïdes et les enzymes impliqués dans le transport et le métabolisme de la vitamine A, aussi bien 

que les RARs. Des RAREs sont en effet présents dans de nombreux gènes codant les récepteurs et les 

transporteurs de l'AR (hRARj32, hRARa.2, hRARy2, mCRBPI, mCRABPII). Il en va de même pour 

les RXREs (mCRBPII) (Mangelsdorf et al, 1991). 

5) Modulation croisée 

La découverte de modulations croisées introduit un niveau de complexité supplémentaire dans 

les voies de signalisation par les rétinoïdes. Ainsi la transcription des gènes codant la stromélysine, la 

la collagénase et le TGFj31 est inhibée par l'ARtt (Nicholson et al, 1990; Lafyatis et al, 1990). Cette 

inhibition passe par la répression des sites APl dans les promoteurs de ces gènes. Le complexe APl 

est formé d'un dimère de facteurs de transcription c-fos et c-jun. La surexpression de RAR augmente 

cette répression des sites APL RAR ne se fixe pas sur ces sites et réciproquement la surexpression de 

c-jun ou de c-fos inhibe l'activation des gènes contenant un RARE (Yang-Yen et al, 1991). Ces 

données suggèrent une interaction protéine-protéine entre les récepteurs de l'acide rétinoïque et ces 

facteurs du complexe APl. 

Cette modulation croisée négative établit un lien entre les signaux de transduction par les 

récepteurs nucléaires et ceux transduits par les récepteurs associés aux membranes et qui sont connus 

pour contrôler l'activité APl (Chambon et al, 1996). 

Cette réaction croisée est actuellement exploitée pour la synthèse de nouveaux rétinoïdes qui 

restent inhibiteurs du complexe APl alors qu'ils sont capables d'activer RAR et RXR. (Chen et al, 

1995). Ces ligands posséderaient donc des effets anti-prolifératifs sans les effets secondaires des 

rétinoïdes. 

d) Rôle des différents récepteurs 

Les effets pléïotropiques des rétinoïdes peuvent être en partie expliqués par la répartition très 

large des RARs et des RXR.s dans l'organisme. L'expression des différents récepteurs diffère du point 

de vue spatiotemporel. De plus, la conservation des différentes formes de RARs et de RXRs lors de 

l'évolution des espèces laisse penser qu'ils doivent être impliqués dans le contrôle de réponses 

biologiques différentes. 

Des études par inactivation de gènes par recombinaison homologue "knock-out" révèlent 

l'existence d'une certaine redondance fonctionnelle entre les trois sous-types de RARs(a., j3, y) (Luo et 
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al, 1995). Ainsi, par exemple, la surexpression dans des cellules en culture déplétées en RARy de 

RARa. ou de RARf3 restaure tout ou partie des fonctions altérées de ces cellules (Taneja et al, 1995). 

Le knock-out des gènes codant les R.XR.s a aussi été réalisé. Il montre une redondance fonctionnelle 

encore plus importante que pour les RARs. Ainsi, une seule copie d'un RXR.a. et d'un RXR.f3 est 

suffisante pour la réalisation d'un grand nombre de fonctions dépendantes des R.XR.s (Krezel et al, 

1996). 

Cependant, en utilisant une approche différente avec des ligands spécifiques d'un sous-type de 

RAR, Taneja et al (1996) ont montré que les redondances fonctionnelles dans l'induction d'un gène 

cible de l'AR diffèrent selon le type cellulaire, et si les cellules ont été déplétées pour unsous-type de 

RAR. 

Plusieurs conclusions sont à tirer de cette seconde approche sur la redondance fonctionnelle des 

récepteurs de l'AR. 

Dans le cas où les trois RARs possèdent la capacité d'induire un gène cible pour l'AR, l'implication 

réelle d'un RAR donné dans cette induction dépend du type cellulaire et du contexte du promoteur, 

probablement du fait de l'existence de facteurs spécifiques du type cellulaire ou d'un promoteur. De 

plus, un RAR donné peut surpasser les autres RARs dans l'induction d'un gène cible dans un type 

cellulaire donné, même si en l'absence de ce RAR "dominant" ces RARs sont actifs. Donc, les 

redondances fonctionnelles observées pour les RARs dans les études de mutants RARs peuvent 

refléter au moins dans certains cas une situation non physiologique crée par le "knock-out". En 

d'autres termes, même si les RARs peuvent se substituer les uns aux autres après inactivation de l'un 

d'entre eux, cela ne prouve pas qu'ils soient effectivement redondants dans les conditions normales, de 

1 'état «sauvage». 

e) Les rétinoïdes de synthèse, un outil 

L'utilisation de l'acide rétinoïque dans le traitement de certaines affections cutanées ou 

cancéreuses, tant dans le domaine de la chimiothérapie que dans celui de la chimioprévention de 

certains cancers, explique les efforts considérables réalisés dans le développement de nouvelles 

molécules à activité rétinoïde. 

On a vu que les récepteurs de l'acide rétinoïque présentent suffisamment de différences dans 

le domaine E pour envisager la synthèse de ligands spécifiques d'une isoforme d'un RAR ou d'un 

RXR. La plupart de ces composés ont été synthétisés par un demi douzaine de laboratoires, 

appartenant soit à une Université, M.Dawson (Mento Park, Californie, USA) et K.Shudo (Tokyo, 

Japon), soit à l'industrie pharmaceutique, Hoffmann-La Roche (Bâle, Suisse) et CIR.D Galderma 

(Sophia-Antipolis, France), industrie avec laquelle nous collaborons, ainsi que plus récemment 

Allergan Ligand et Bristol Meyers Squibb. 
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Trois générations de rétinoïdes de synthèses ont été développées : 

- les rétinoïdes de première génération proviennent de la modification de l'extrémité 

polaire de la chaîne latérale polyénique de l'acide rétinoïque. 

- les rétinoïdes de deuxième génération résultent de la modification de l'extrémité 

cyclique de la vitamine A par divers cycles ou hétérocycles, substitués ou non. 

- les rétinoïdes de troisième génération, actuellement en expansion, regroupent les 

dérivés présentant différentes formes de cyclisation englobant tout ou partie de la chaîne polyénique. 

Les rétinoïdes de synthèse actuels présentent des motifs structuraux très différents des 

rétinoïdes naturels. Le terme rétinoïde défmit, en fait, toute substance capable d'induire une réponse 

spécifique via sa liaison aux récepteurs de l'acide rétinoïque (Sporn et Roberts, 1985). 

Les ligands spécifiques fournissent des outils d'étude des récepteurs qui permettent de 

disséquer les différents effets induits par les rétinoïdes in vivo. 

Dans ce domaine ont été développés des rétinoïdes de synthèse spécifiques des RXRs (Lehmann et al, 

1993) et de chaque forme de RARs (Delescluse et al, 1991; Martin et al, 1992). Il existe aussi desanti 

rétinoïdes des récepteurs RARa (Apfel et al, 1992), RAR~ et y (Eyrolles et al, 1994) ou des RXRs, 

ainsi que des rétinoïdes présentant une dissociation des activités de transactivation et d'inhibition de la 

transcription via la voie APl (Fanjul et al, 1994; Chen et al, 1995; Nagpal et al, 1995) (Figure 17). 

Ces rétinoïdes nous ont permis de préciser l'implication respective des RARs et des RXRs 

dans notre modèle cellulaire. La même approche a été utilisée avec succès dans d'autres modèles in 

vitro (Davis et al, 1994, Sofanova et al, 1994, Beard et al, 1995; Boehm et al, 1995, Yang et al, 1995) 

et a permis de documenter le rôle des RXRs in vivo (Allegreto et al, 1995). 

B. Les rétinoïdes régulent la transglutaminase de tissu 

1. L'acide rétinoïque induit la transglutaminase de tissu 

L'expression de la transglutaminase de tissu est augmentée par l'acide rétinoïque in vivo 

(Tableau XII) et in vitro (Tableau XIII) dans une grande variété de types cellulaires normaux et 

néoplasiques. 

Chez des rats rendus déficients en vitamine A, la déplétion des réserves de rétinoïdes 

endogènes provoque une suppression générale de l'activité TGt dans les poumons, le foie et la trachée 

(Verma et al, 1992), qui peut être rapidement restaurée par l'administration d'ARtt. Ces effets peuvent 

être reproduits in vitro (Davies et al, 1991). Cette régulation de la TGt par l' ARtt s'observe au niveau 

de 1 'activité enzymatique, de la protéine et de 1 'ARNm. 

Un traitement par la cycloheximide, un inhibiteur de la traduction, n'empêche pas l'induction 

des ARNm de la TGt par 1 'ARtt, suggérant que ce contrôle est direct et ne nécessite pas la synthèse de 
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Figure 17: Exemples de rétinoïdes de synthèse sélectifs d~RARs (A), RXRs (B), à activités 

antirétinoïdes (C) et de dérivés présentant des activités transactivatrices et anti APl dissociées 

(D). 



TiS$11SI . cellules 
foie 

poumon 

trachée 

macrophages péritonéaux 

bourgeon du membre 

thymus 

rat 

rat 

rat 

souris 

souns 

souris 

Piacentini et al, 1988, 1992 

Verma et al, 1992 

Verma et al, 1992 

Verma et al, 1992 

Metha et al, 1986 

Jiang et al, 1992 

Szondy et al, 1997 

Tableau XII : Induction in vivo de la transglutaminase de tissu par les rétinoïdes. 



Sourêes Lign~ ceD~âires ,'Espèe~· ·, 'Réfét:enè~ .. 
leucémie myéloïde HL-60 homme Nagy et al, 1996 

Davies et al, 1985, 1988 
Murtaugh et al, 1984, 1986 
Maddox et Haddox, 1988 
Chiocca et al, 1989 
Defacque et al, 1995 

leucémie myéloïde U937 homme Defacque et al, 1995 
leucémie myéloïde THP-1 homme Mehta et al, 1986 

Defacque et al, 1995 
érythroleucémie HEL homme Suedhoff et al, 1990 

Fraij et al, 1992, 1996 
adénocarcinome HeLa-TV homme Piacentini et al, 1991 

Singh et Cerione, 1996 
neuroblastome SK-N-BE homme Melino et al, 1988, 1994 

Piacentini et al, 1991, 1992 
carcinome de poumon NCI-HUT-460 homme Vollberg et al, 1992 
monocytes 1 homme Ientile et al, 1992 
hépatome McA-RH7777 rat Fukuda et al, 1994 

McA-RH8994 
cellules épithéliales de 2C5 rat Denning et Verma, 1991 
trachée SPOC-1 Zhang et al, 1995 
hépatocytes 1 rat Piacentini et al, 1992 
melanome S91 souris Scott et al, 1982 
fibroblastes NIH-3T3 souris Cai et al, 1991 
macrophages 1 souris Murtaugh et al, 1986 

Chiocca et al, 1988, 1989 
Moore et al, 1984 
Ishii et Ui, 1994 

thymocytes 1 souris Szondy et al, 1997 
cellules épidermales PAM212 souris Lee et al, 1989 

Yuspa et al, 1982 
cellules d'ovaire CHO hamster Scott et al, 1982 
cellules endothéliales 1 boeuf Nara et al, 1989 
cellules épithéliales de 1 lapin Jetten et al, 1986 
trachée 
cellules myéloïdes Moore et al, 1990 
kératinocytes Litchi et al, 1985 

Tableau XIll : Induction in vitro de la transglutaminase de tissu par les rétinoïdes. 



protéines intermédiaires (Chiocca et al, 1988; Suedhoff et al, 1990; Benedetti et al, 1996). Ce 

traitement inhibe cependant l'activité enzymatique indiquant que l' ARtt induirait unenéosynthèse de 

la TGt (Ando et al, 1996). 

Le traitement par l'actinomycine D, un inhibiteur de la transcription, a pour effet d'inhiber 

l'activité transglutaminase induite par l'ARtt (Andoet al, 1996), et montre que l'ARtt n'a pas d'effet 

sur la stabilisation des messagers (Chiocca et al, 1988). 

Le contrôle transcriptionnel de la TGt par l' ARtt a été démontré dans les macrophages et les 

cellules endothéliales de souris par la technique de« run-on » (Chiocca et al, 1988, 1989). 

L' ARtt régule donc directement la synthèse de novo de la TGt par le contrôle de la 

transcription du gène de la TGt. 

L' ARtt régule aussi positivement les TGt homologues TGH et TGH2, dont il augmente 

l'expression des ARNm dans les cellules d'érythroleucémie humaine HEL (Fraij et al, 1992, 1996). 

L'AR augmente aussi la capacité de la TGt à fixer le GTP (Singh et Ceri one, 1996). 

II. Modulation de l'induction par l'acide rétinoïque de l'expression de la 

transglutaminase de tissu 

a) Effet de l' AMPc 

Alors que seul il possède peu d'effet, l'AMPc potentialise l'induction de l'activité TGt par 

l'ARtt dans plusieurs modèles comme les macrophages péritonéaux de souris (Murtaughet al, 1986), 

les cellules de leucémies humaines monocytaires THP-1 (Mehta et al, 1986) ou myéloblastques et 

promyélocytaires HL-60 (Davies et al, 1985; Maddox et Haddox, 1988). 

b) Effet des glucocorticoïdes 

La dexaméthasone (DEX) possède des effets opposés sur 1' expression de la TGt selon le type 

cellulaire étudié. Ainsi elle potentialise l'induction de l'enzyme par l' ARtt dans les cellules 

d'hépatome de rat McA-RH7777 et McA-RH8994 (Fukuda et al, 1994) alors qu'elle la réprime dans 

les cellules HL-60 (Manechez et al, 1991). 

c) Effet de la 1 a,25 dihydroxyvitamine D3 

La combinaison de la la.,25-(0H)2-VitD3, un dérivé actif de la vitamine D, avec l' ARtt 

provoque un effet synergique sur 1 'induction de la TGt dans les cellules épiderrnales de souris P AM 

212. (Lee et al, 1989) et les macrophages péritonéaux de souris (Ishii etUi, 1994). 

Dans les cellules de leucémie myéloïde U937la la.,25-(0H)2-VitD3potentialise tardivement 

(à 48 heures) l'induction par l'ARtt de la TGt. Par contre elle reste sans effets sur les cellules HL-60 

ou THP-1 (Defacque et al, 1995). Cette différence est probablement due au contexte cellulaire. Ainsi 

58 



la 1a,25-(0H)2-VitD3 induit l'expression de RXR.a dans les U937, mais pas dans les deux autres 

lignées cellulaires (Defacque et al, 1995). 

d) Effet de l'a-difluorométhylornithine 

L'a-difluorométhylomithine (DFMO), un inhibiteur de l'omithine décarboxylase, enzyme 

impliqué dans la biosynthèse des polyamines, réduit l'activité TGt induite par l'ARtt dans les cellules 

humaines d'adénocarcinome HeLa-TV, de neuroblastome SK-N-BE ou les monocytes du sang 

périphérique (Melino et al, 1988; Ientile et al, 1992; Piacentini et al, 1991). L'addition de polyamine 

telle que la putrescine ou la spermidine peutréverser l'effet du DFMO (Melino et al, 1988; Ientile et 

al, 1992). Ces résultats suggèrent que l'induction de la TGt par l'ARtt peut être modulée par la 

disponibilité de substrats comme les polyamines. 

La voie de contrôle par les rétinoïdes de la TGt s'ajoute donc à d'autres voies de contrôle qui 

peuvent moduler celle de 1 'ARtt, et il semble que la présence de substrats influence aussi cette voie. 

III.Eléments de réponse aux rétinoïdes dans les régions promotrices de la 

transglutaminase de tissu 

a) Les promoteurs de l'homme et du cochon d'Inde 

Des études sur les régions promotrices du gène codant la TGt ont été menées dans le but 

d'élucider le mécanisme moléculaire d'action des rétinoïdes sur cet enzyme. 

Une séquence de 1,7 kb chez l'homme et de 2 kb chez le cochon d'Inde, en amont du site 

d'initiation de la transcription du gène de la TGt ont été clonées (Luet al, 1995; Suto et al, 1993). 

Elles ne comportent pas d'éléments de réponse aux rétinoïdes, ni RARE, ni R.XRE. Ces deux 

séquences se comportent comme un promoteur constitutif, laissant supposer 1 'existence d'éléments 

régulateurs négatifs. 

L'ARtt induit l'activité TGt dans les cellules 3T3. Cependant il n'y pas d'induction 

dépendante des rétinoïdes de la séquence clonée du promoteur humain transfecté dans ces mêmes 

cellules (Lu et al, 1995). Cette observation suppose que les éléments du gène de la TGt humaine 

régulés par 1 'ARtt ne soient pas localisés dans le fragment de 1, 7 kb et doivent se trouver plus en 

amont ou en aval de cette séquence. Il a été cloné un RARE dans le promoteur du gène de l'activateur 

du plasminogène humain à 7 kb en amont du site d'initiation de la transcription (Bullens et al, 1995). 

b) Le promoteur de la souris 

Les rétinoïdes régulent l'expression du gène murin de la TGt via l'activation d'éléments 

régulateurs contenus dans les 4 kb en amont du gène (Figure 18). Des études de cotransfections 
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réalisées avec les vecteurs d'expression des récepteurs des rétinoïdes dans les cellules CV-1, montrent 

que le promoteur murin de la TGt est induit par l'activation ligand-dépendante, soit d'un hétérodimère 

RAR-RXR, soit d'un homodimère RXR-R.XR. Le promoteur CRABP II murin est versatile dans sa 

réponse aux rétinoïdes. Il peut être activé par des ligands sélectifs des RARs, mais son activité est 

maximale avec des panagonistes des récepteurs rétinoïdes qui lient les deux types de récepteurs RAR 

et RXR (Durand et al, 1992). De même, pour le promoteur TGt murin, l'induction optimale est 

obtenue avec les panagonistes des récepteurs rétinoïdes ; une activation partielle pouvant être obtenue 

avec un rétinoïde soit spécifique des RAR, soit spécifique des RXR (Nagy et al, 1996), suggérant que 

les voies de signalisation RAR ou R.XR peuvent réguler l'expression de l'enzyme (Zhanget al, 1995; 

Beard et al, 1995). L'activation dépendante des rétinoïdes du promoteur murin de la TGt dépend d'une 

région régulatrice proximale HR1, localisée entre -1,2 et -1,1 kb, contenant des séquences fortement 

conservées ( surconservées) entre les promoteurs humain et murin, et d'une région distale localisée à -

1,7 kb, qui inclut un élément de réponse aux rétinoïdes versatile de 30 pb (mTGRRE1 Nagy et al, 

1996 ou TGRARE Yan et al, 1996). mTGRRE1 contient trois demi-sites hexanucléotidiques (2 

canoniques et un non canonique) en répétition directe dans un motif DR7/DR5 qui lie les 

hétérodimères RAR-RXR et les homodimères RXR-RXR. Il existe un espace de 7 pb entre le premier 

et le second hexanucléotide (A et B) et un espace de 5 pb entre le second et le troisième 

hexanucléotide (B etC). Des expériences de retard sur gel montrent que la liaison des récepteurs sur 

cet élément est due aux deux séquences répétées séparées de 5 pb, les répétitions B et C. Cependant 

des expériences de transactivation montrent que si l'on supprime la séquence de l'hexanucléotide A, on 

perd la transactivation par l'acide rétinoïque. Les répétitions B etC qui constituent le DR5, sont donc 

suffisantes pour la liaison des récepteurs, mais l'activité de transactivation requiert les trois répétitions 

hexanucléotidiques. 

Plusieurs familles de récepteurs orphelins sont connues pour se lier probablement sous forme 

de monomère à des éléments de séquence constitués essentiellement de demi-sites consensus pour les 

récepteurs nucléaires. Une protéine similaire se fixe peut être sur la répétitionhexanucléotidique A du 

mTGRRE1 comme un facteur accessoire pour l'hétérodimère lié aux répétions B etC (Yan et al, 

1996). Il est fort probable que cet élément de réponse joue un rôle crucial in vivo dans la régulation de 

1 'enzyme par 1 'AR tt. 

IV.Dissection par les rétinoïdes de synthèse des voies de contrôle de l'expression de la 

transglutaminase de tissu 

Plusieurs voies de régulation par les rétinoïdes de l'expression de la TGt ont été mises à jour 

grâce à une approche par les rétinoïdes de synthèse sélectifs, agonistes ou antagonistes d'une classe 

(RARs ou RXRs) ou d'une sous classe (RARa, f3 ou y). 
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a) La voie RARa des cellules de rat SPOC-1 

Les cellules épithéliales de trachée de rat SPOC-1 expriment les récepteurs des rétinoïdes 

RARa, RARy et RXR~. L'expression de la TGt est induite par l'ARtt dans ces cellules. Un rétinoïde 

sélectif de la classe RAR induit 1 'expression de 1' enzyme alors qu'un ligand sélectif de la classe RXR 

est sans effet, suggérant un contrôle dépendant de la voie RAR. De plus un ligand sélectif de la sous­

classe RARa, mais pas RARy, induit l'expression de l'enzyme. Cette induction par le rétinoïde 

sélectifRARa peut être inhibée par l'utilisation d'un antagoniste de RARa ou par la surexpression du 

gène RARa tronqué avec une activité dominante négative. Le contrôle de l'expression de la TGt dans 

les cellules SPOC-1 de rat par les rétinoïdes passe donc par le RARa (Zhang et al, 1995). 

b) L'étude de la lignée HL-60 et de ses sous-clones: une voie controversée 

La voie de contrôle par les rétinoïdes de 1' expression de la TGt dans la lignée cellulaire HL-60 

est plus controversée. En effet, des voies différentes ont été décrites. 

La lignée cellulaire HL-60 originelle (catalogue ATCC CCL240) exprime trois récepteurs des 

rétinoïdes: RARa, RXRa et RXR~. Nagy et al (1996) montrent une induction de l'activité 

enzymatique par traitement de ces cellules avec un ligand RAR sélectif, un ligand RXR sélectif, 

suggérant que les deux voies de contrôle sont possibles. Cependant d'autre auteurs ne retrouvent dans 

le clone HL-60 cdm-1 que la voie RXR impliquée dans le contrôle de la TGt (Beard et al; 1995; 

Boehm et al, 1995). Le même ligand de la classe RAR (le TTNPB) lorsqu'il est employé par Nagy se 

révèle incapable d'induire l'expression de l'enzyme dans ce clone (Boehm et al, 1995). Les cellules 

du clone HL-60R ne répondent plus aux rétinoïdes par suite de la perte de fonctionnalité de leurs 

récepteurs, abrogée par une mutation transdominante négative. Dans ces HL-60R, lorsque 1' on 

transfecte un vecteur d'expression comprenant les récepteurs RARa ou RXRa, seule la transfection 

de RXRa permet de restaurer l'induction par les rétinoïdes de l'expression de la TGt, ce qui suggère 

de nouveau l'implication de cette voie (Metha et al, 1996). 

Il semble donc que les voies de signalisation varient dans un même type de cellules (HL-60) 

selon le clone utilisé (CCL 240 ou cdm-1 et R), en fonction du contexte cellulaire différent dans 

chaque clone. 

c) La voie PML-RARa. dans les cellules de leucémie aiguë à promyélocytes 

La leucémie aiguë promyélocytaire (APL) est associée à une translocation chromosomique 

réciproque t(15,17) qui fusionne le gène PML avec le gène codant RARa et donne un produit PML­

RARa capable de lié l' ARtt et d'agir comme un facteur de transcription dépendant de l' ARtt. Le 

traitement à 1 'AR tt induit 1' expression de la TGt dans les cellules portant la translocation t( 15, 17) et 

exprimant le produit PML-RARa, comme les cellules de la lignée NB4 dérivées d'une APL ou les 
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cellules isolées de patients. Les cellules NB4 expriment les récepteurs de l'acide rétinoïque: PML­

RARa, RARa, RARy, RXRa et RXR.j3. L'ARtt n'induit cependant pas la TGt dans les cellules 

NB4.306, un sous-clone NB4 résistant aux rétinoïdes qui exprime un PML-RARa. altéré ou les 

cellules de patients atteints d'une APL mais ne comportant pas la translocation t(15,17). L'utilisation 

de ligands sélectifs permet de montrer une induction de la TGt dans les cellules NB4 par RAR ou 

RARa, mais pas avec un ligand RXR ou RARy. De plus, un antagoniste RARa inhibe l'induction de 

l'enzyme par ces ligands. Ces résultats suggèrent une implication de PML-RARa dans la voie de 

contrôle par les rétinoïdes de l'expression de la TGt. La transfection du gène PML-RARa dans des 

cellules de leucémie myélomonocytaire U937 qui, bien qu'exprimant RARa, n'induisent pas la TGt 

en réponse à un traitement par l'ARtt, leur donne la capacité d'induire l'enzyme en réponse à un 

traitement à 1 'ARtt (Benedetti et al, 1996). 

Il semble donc que dans les cellules APL, l'induction de la TGt par les rétinoïdes passe par 

PML-RARa. et non RARa.. 

d) La voie RARy des thymocytes 

L' ARtt et 9cisAR induisent la TGt dans les thymocytes de souris en culture ex-vivo, le 9cisAR 

étant 50 fois plus efficace. L'induction de la TGt passe par RARy car le phénomène peut être reproduit 

avec un ligand RARy sélectif et peut être inhibé par un antagoniste RARy.In vivo, l'administration de 

ligand RARy provoque une involution du thymus et une induction de la TGt. En utilisant divers 

ligands agonistes et antagonistes RAR et RXR, il est démontré que RARa. inhibe la voie RARy, ce qui 

explique le manque d'effet de l'ARtt à des concentrations physiologiques, et lacostimulation du RXR 

peut neutraliser cet effet inhibiteur, ce qui explique l'effet inducteur du 9cisAR (Szondy et al, 1997). 

On constate donc que les voies de contrôle de 1 'expression de la TGt par les rétinoïdes 

different selon les espèces, les origines cellulaires, les sous-clones utilisés, les récepteurs de l'acide 

rétinoïque exprimés, la pathologie, ... 

La transglutaminase de tissu effecteur de l'apoptose 

A.Apoptose 

1. Historique et définition 

On a longtemps considéré que la mort cellulaire était un processus accidentel résultant 

toujours d'une lésion de la cellule. Le phénomène de mort cellulaire programmée a été décrit la 
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première fois par Lockshin et Williams (1964), Lockshin (1969) dans des modèles aussi différents que 

la métamorphose de l'insecte ou l'embryogenèse du poulet. 

La mort d'une cellules, si elle n'est pas accidentelle à la suite d'une agression sévère, peut être 

sous le contrôle d'un programme. Dans ce cas, elle obéit à un programme génétique bien défini d'où 

le nom de mort cellulaire programmée (MCP). Dictée par les propres composants de la cellule, cette 

mort naturelle est également appelée suicide cellulaire ou apoptose. L'apoptose est un terme dérivé de 

l'ancien grec désignant la chute des feuilles en automne (Kerr et al, 1972). Ce dernier terme, introduit 

par Kerr et al, à une connotation restrictive, car il décrit un type de mort cellulaire présentant des 

critères morphologiques particuliers (Kerr et al, 1972; Whyllie et al, 1980). 

Les termes "mort cellulaire programmée" et "apoptose" sont souvent utilisés pour désigner le 

même concept, alors qu'ils désignent deux notions différentes. La mort cellulaire programmée est une 

mort naturelle, ou mort physiologique. Le terme apoptose désigne un ensemble de phénomènes 

cellulaires qui sont associés à la mort physiologique de la cellule. 

II. Rôles biologiques de l'apoptose 

L'apoptose est aujourd'hui considérée comme un mécanisme paradoxalement vital pour 

1 'harmonie des organismes multicellulaires. Ses rouages essentiels semblent avoir été largement 

préservés au cours de l'évolution. Elle joue un rôle dans les processus biologiques fondamentaux 

suivants (pour revue : Steller, 1995): 

-le développement embryonnaire et foetal. Le développement normal d'un organe s'effectue non par 

modelage, mais par sculpture. Les cellules sont produites en excès, puis une partie meure pour 

permettre 1 'élaboration définitive de 1 'organe. 

-l'élaboration du système immunitaire. L'apoptose intervient dans la sélection thymique, qui consiste 

à supprimer les lymphocytes T qui reconnaissent le soi pour ne garder que ce qui reconnaissent le non 

SOI. 

- 1' organisation du système nerveux central. Dans la synaptogenèse, plus de la moitié des neurones 

meurent par apoptose. 

- le remodelage de tissus hormonoinductible. L'apoptose permet la régression des hyperplasies 

tissulaires physiologiques comme l'involution de l'utérus après la grossesse ou des glandes 

mammaires après la lactation. 

- l'hématopoïèse. Dans la moelle osseuse ou dans le sang périphérique l'apoptose permet un 

renouvellement des cellules. 

-la suppression de cellules nuisibles. L'apoptose est un mécanisme de défense efficace qui permet de 

lutter contre l'infection virale, en détruisant la cellule infectée. 

-le maintien de l'homéostasie tissulaire de divers tissus. 
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III.Dérégulation de l'apoptose 

On pouvait donc s'attendre à ce que toute dérégulation de ce programme de mort ait des 

conséquences néfastes sur l'organisme. On en a aujourd'hui la preuve grâce à des travaux, de plus en 

plus nombreux, mettant en cause de telles perturbations dans plusieurs maladies chez 1 'homme (pour 

revue: Thompson et al, 1995). L'apoptose est réprimée dans le cas de certains cancers, certaines 

pathologies auto-immunes ou virales, et activée au contraire dans le SIDA et certaines maladies 

neurodégénératives. La mort cellulaire programmée pourrait devenir une cible de choix pour les 

traitements à venir. 

IV.Caractéristiques morphologiques 

L'exécution du programme de mort par apoptose d'une cellules est associée à des 

changements morphologiques (Whyllie et al, 1980) (Figure 19). 

Dans la phase initiale, au sein d'un tissu, la cellule perd le contact avec ses voisines. Le noyau 

se condense et se fragmente, la chromatine formant des croissants à la périphérie de la membrane 

nucléaire. L'ADN nucléaire est dégradé en fragments qui sont généralement des multiples de 180-200 

pb (la longueur d'un nucléosome), ce qui donne en gel d'électrophorèse un aspect caractéristique en 

« échelle ». Puis le cytoplasme se condense, provoquant une invagination de la membrane plasmique; 

une perte du volume cellulaire ainsi qu'une augmentation de la concentration protéique. L'intégrité des 

organites, comme les mitochondries, est conservée, bien que le réticulum endoplasmique devienne 

dilaté, contrairement à ce qui ce passe dans la nécrose. S'ensuit une fragmentation cytoplasmique avec 

génération de fragments cellulaires : les corps apoptotiques, qui renferment des organites 

intracellulaires et des fragments nucléaires. Ces corps apoptotiques sont phagocytés par les cellules 

environnantes et dégradés complètement dans les phagosomes. L'apoptose se déroulesans libération 

de molécule intracellulaire. Contrairement à la mort cellulaire par nécrose, la mort cellulaire 

apoptotique n'induit pas de réponse inflammatoire. De plus, il ne se produit pas de dommages 

secondaires dans les cellules adjacentes, ni des phénomènes de cicatrisation. 

La nécrose cellulaire diffère de l'apoptose par un cytoplasme différent en microscopie 

électronique, le gonflement des mitochondries, la perte d'intégrité de la membrane plasmique, pas de 

changement morphologique drastique du noyau. La nécrose est considérée comme un phénomène 

dégénératif passif induit directement par des toxiques ou par blessure physique, ce qui survient le plus 

souvent accidentellement (Alison et Sarraf, 1994). L'ADN nucléaire est coupé au hasard suite à 

dégénération cellulaire. La perte de cytoplasme à travers la membrane plasmique altérée entraîne une 

réponse inflammatoire. 

Seul 1' examen de toutes les caractéristiques morphologiques et biochimiques de la cellule 

permet de conclure, de manière fiable, à la mort par apoptose. 
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Figure 19: Changements morphologiques essentiels dans l'apoptose (à droite) et dans 
la nécrose (à gauche). 
(D'après Wyllie et al, 1980) 

1) Cellule normale 
2) Condensation chromatinienne et cytoplasmique d'une cellule en début d'apoptose. 
3) Fragmentation nucléaire et cellulaire 
4) Phagocytose d'un corps apoptotique 
5) Corps apoptotique phagocyté 
6) Résidus apoptotique ( apoptose terminale) 
7) Gonflement d'une cellule en nécrose 
8) Eclatement cellulaire 



V. Mécanismes moléculaires 

Les caractéristiques morphologiques de l'apoptose sont bien établies. Il n'en va pas de même 

des mécanismes moléculaires impliqués, qui ne le sont pas encore. L'apoptose est un phénomène actif 

qui nécessite la synthèse de macromolécules spécifiques et implique une dépense énergétique. Une 

augmentation des seconds messagers AMPc et Ca2+ est aussi observée. L' apoptose est régulée par un 

mécanisme moléculaire conservé durant l'évolution (revue: Steller, 1995) et semble donc être un 

processus actif dans la suppression des cellules. 

a) Les inducteurs de l'apoptose 

L'apoptose peut être déclenchée par toute une variété de signaux extrinsèques et intrinsèques 

(tableau XIV). De multiples stimuli physiologiques et physico-chimiques inhibent ou activent la mort 

cellulaire. 

Des agents biologiques peuvent induire l'apoptose. Certains facteurs apoptotiques sont des 

polypeptides qui interagissent avec des récepteurs de la surface cellulaire (exemple : TNF). Ces 

facteurs induisent l'apoptose via des signaux induits par les seconds messagers. D'autres facteurs 

apoptotiques sont des molécules lipophiles qui interagissent avec les récepteurs nucléaires (exemple : 

les glucocorticoïdes ou les rétinoïdes). Ces récepteurs activent la transcription de gènes liés au 

processus apoptotiques. 

L'apoptose peut se développer après la perte des signaux trophiques qui normalement 

suppriment l'expression du programme de mort. De nombreuses cytokines, hormones et autres stimuli 

externes préviennent l'apoptose. Comme les facteurs apoptotiques, ces facteurs de survie peuvent agir 

par les récepteurs de surface cellulaires ou nucléaires. Il semble que la plupart des cellules de 

Vertébrés soient programmés pour se suicider, si elles ne reçoivent pas constamment ou à intervalles 

de temps régulier, des facteurs de survie environnementaux (Raff, 1992). 

Des agents non physiologiques peuvent aussi induire l'apoptose. Ainsi, les drogues du cytosquelette 

(colchicine, vinblastine, vincristine), les inhibiteurs de topoisomérases I et II (camptothécine, 

ectoposide) et les médicaments anticancéreux induisent l'apoptose. 

L'apoptose peut aussi être contrôlée par des agents physiques. L'hyperthermie et les radiations 

ionisantes (y, UV) induisent une apoptose. La régulation de l'apoptose apparaît donc aussi complexe 

que celle de la prolifération cellulaire, deux phénomènes qui semblent d'ailleurs soumis aux même 

type de contrôle. En effet, la majorité des signaux inhibiteurs de l'apoptose stimulent également la 

prolifération des cellules. Le mode d'action de ces signaux est complexe, leur effet dépend du type 

cellulaire et de son stade de développement. 
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,$igna1Jx t~~uc!~i:tts dé î'apopt9se 
activateurs physiologiques 
famille TNF (ligand Fas, TNF) 
TGFP 
neurotransmetteurs 
manque de facteurs de croissance 
perte d'attachement à la matrice 
extracellulaire 
calcium 
glucocorticoïdes 
rétinoïdes 
céramides 

.Signaùj1,iQ\b~teu~~,a~J'-a;popto~e~-
Activateurs physiologiques 
facteurs de croissance 
matrice extracellulaire 
ligandCD40 
acides aminés neutres 
zinc 
oestrogènes 
~~rogènes --· 

,L ,,, 

Dommages Agents thérapeutiques Toxines 
choc thermique agents anticancéreux éthanol 

peptide P-amyloïde 
infection virale Rayon y 
toxines bactériennes Rayon UV 

oncogènes (mye, rel, ElA) 
gènes suppresseur de tumeur (p53) 

cellules T cytotoxiques 
oxydants, radicaux libres, privation d'éléments nutritifs, antirnétabolites 

iJ/ci ,: {', i,l, ··' .' ,)>;<,,ii '',"<• ,'', ' ·'' , ;{.h •Li '•,, '" )::• ,, :êA >JF'',r ' 

Gènes viraux Agents pharmacologiques 
adénovirus E 1 B inhibiteur de la calpaïne 
baculovirus p35, IAP inhibiteurs des protéases à cystéine 
virus de la variole crmA «promoteur » de tumeur 
virus d'Epstein-Barr BHRFl, LMP1 
Virus de la fière porcine africaine LMW5-HL 
virus de l'herpès y 1.34.5 

.~ -

Tableau XIV : Signaux inducteurs et inhibiteurs de l'apoptose. 
(D'après Thompson, 1995). 
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La grande variété de signaux et de leurs effets ne facilite pas la dissection des mécanismes 

moléculaires de transmission de ces stimuli et de leur intégration dans la machinerie de la mort 

cellulaire. 

b) Les transducteurs 

Un certain nombre de gènes a pu être associé à la mort cellulaire programmée. Ils agissent soit en 

induisant l'apoptose soit en l'inhibant. 

1) Régulation génique chez Caenorhabditis elegans 

La compréhension de la régulation de l'apoptose a grandement bénéficié des études conduites chez le 

nématode C. elegans. Lors du développement embryonnaire normal, 131 des 1090 cellules somatiques 

qui le constituent, meurent par apoptose. La connaissance de la carte génétique de ce ver a permis 

d'identifier 14 gènes ced (pour "cell death") qui contrôlent ce phénomène. Parmi eux ced-3, ced-4 et 

ced-9 semblent jouer un rôle central, les deux premiers étant des régulateurs positifs de l'apoptose dont 

l'action est contrecarrée par le troisième. 

2) Les gènes de la famille Bcl-2 

Le gène bcl-2 a été identifié au point de cassure de la translocation t(14,18) des lymphomes B 

humains. Le gène bcl-2 semble avoir le même rôle que le gène ced-9 trouvé chez le nématode C. 

elegans, qui régule négativement la mort cellulaire. En effet, une surexpression de bcl-2 inhibe 

l'apoptose induite dans divers modèles cellulaires. 

Cependant bcl-2 n'est pas le seul gène responsable de la résistance à l'apoptose chez les mammifères. 

La délétion par recombinaison homologue de bcl-2 chez la souris, n'empêche pas le développement 

embryonnaire et donne des souriceaux apparemment normaux (Veis et al, 1993), bien qu'il y ait par la 

suite un effondrement du système lymphoïde et une destruction des reins par apoptose. Ces données 

suggèrent que bcl-2 ne régule pas seull'apoptose. 

Bcl-2 est en fait le premier membre d'une famille qui ne cesse de s'agrandir et qui contient des 

antagonistes de l'apoptose (Bcl-2, Bel-xl, Bcl-w, Bfll, Brag-1, Mcl-1 et Al) et des agonistes de 

l'apoptose (Bax, Bak, Bcl-xs, Bad, Bid, Bik et Hik) (Tableau XV). Les membres de la famille 

possèdent des quantités variables de domaine BH (Bcl-2 Homology) (BHl à BH4) qui déterminent 

leur capacité à interagir entre elles ou avec d'autres protéines. En outre, la plupart de ses membres 

possèdent une queue hydrophobe qui leur permet de s'ancrer aux membranes intracellulaires 

notamment au niveau de la membrane mitochondriale externe, de l'enveloppe nucléaire ou du 

réticulum endoplasmique. 

Deux gènes, bel-x et bax, nous ont particulièrement intéressé dans notre travail. 
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anti-apoptotique 
Bcl-2 
Bclxl 
Al 

Brag-1 
Bclw 
Bfll 

Bclxs 

Fonction 
pro-apoptotique 

Bclxs 
Bax 
Bad 
Bak 
Bid 
Bik 
Hrk 

Tableau XV: Gènes de la famille Bcl-2. 
(D'après Thompson, 1995; Yang et Korsmeyer; 1996) 
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Figure 20 : Modèle représentant les interactions agoniste-antagoniste de mort 
entre les membres de la famille Bcl2 et protéines associées. 

(D'après Kroemer et al, 1997) 



Le gène bel-x donne naissance à deux transcrits par épissage alternatif :Bel-xl qui code pour une 

protéine qui possède comme Bcl2, une fonction anti-apoptotique, etBcl-xs qui code pour une protéine 

pro-apoptotique tronquée, probablement en piégeant certains substrats ou effecteurs des protéines 

Bcl2 ou Bel-xl. Le gène bax code pour une protéine pro-apoptotique, qui homodimérise ou 

hétérodimérise avec Bcl2 (Zha et al, 1996). Ces dimères étant respectivement pro et anti-apoptotiques. 

Le rapport entre les produits des gènes anti et pro-apoptotiques détermine si une cellule répond à un 

signal apoptotique. Ce rhéostat est contrôlé, pour une part au moins, par la dimérisation compétitive 

des agonistes et des antagonistes (Figure 20). 

3) Autres gènes impliqués dans le contrôle de l'apoptose 

p53, c-myc 

Deux protéines jouent un rôle clef dans le contrôle du cycle cellulaire et l'apoptose : 

La protéine p53, gardien du génome, qui induit un arrêt des cellules ayant subi des dommages 

à l'ADN en G 1 pour obliger celles-ci à réparer. La p53 diminue l'expression de Bcl-2 et augmente 

celle de bax, et peut donc conduire à la mort de la cellule si elle ne répare pas son ADN et ne 

redémarre dans le cycle cellulaire. 

La protéine c-myc est, quant à elle, un régulateur de l'apoptose qui intègre le contexte 

cellulaire, ainsi en absence de facteur de croissance, elle induit l'apoptose alors qu'en présence de 

ceux-ci, elle induit la prolifération cellulaire (Canman et Kastan, 1995) 

Fas/apol/CD95 

Fas (ou AP01, ou CD95) est une molécule de surface, qui provoque la mort des cellules qui 

l'exprime lorsqu'elle est reconnue par son ligand (ligand Fas) ou un anticorps. Un grand nombre de 

tissus expriment Fas, par contre le ligand Fas est une protéine qui s'exprime essentiellement à la 

surface des lymphocytes T. 

4) Rôle de la mitochondrie 

Au cours des deux dernières années, les données se sont accumulées pour démontrer que la 

mitochondrie joue un rôle important dans l'apoptose (Figure 21). 

La préservation de mitochondries intactes est considérée comme une caractéristique de la mort par 

apoptose. 

Des études indiquent que des agents inducteurs de l'apoptose peuvent déclencher le découplage du 

transport d'électrons de la production d'ATP, qui conduit à une diminution du potentiel de membrane 

mitochondriale et une production d'oxygène réactif. 
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Figure 1.1: Signaux mitochondriaux et nécessité de l' ATP dans la mort cellulaire. 

(D'après N icoreta et Leist, 1997) 

PS: phosphatidyl sérine; cyt c: holocytoc]u-ome c; AIF: facteur induisant l'apoptose; PT: tTansition de 

perméabilité 



Kromer et al (1995, 1997) suggèrent qu'une étape cruciale et commune dans I'apoptose est l'ouverture 

de méga canaux mitochondriaux, par transition de perméabilité. 

De plus, la mitochondrie peut libérer des molécules qui contribuent à l'exécution de la mort cellulaire. 

Un facteur induisant l'apoptose (AIF) est libéré par la mitochondrie, suite à la transition de 

perméabilité (Zamzami et al, 1996). 

Un autre facteur, le cytochrome c est libéré depuis l'espace intermembranaire mitochondrial dans le 

cytosol des cellules en apoptose et peut induire l'activation de lacaspase 3 (Yang et al, 1997; Kluck et 

al, 1997). Cependant, la libération du cytochrome c ne semble pas dépendre du changement de 

potentiel de membrane mitochondriale. 

Les effets protecteurs des protéines anti-apoptotiques comme Bcl-2 ou Bel-xl, pourraient s'expliquer 

par le fait qu'elles vont agir sur les mitochondries et empêchent la perméabilisation de transition ainsi 

que la libération des facteurs mitochondriaux (Golstein, 1997; Kromer, 1997; Tsujimoto, 1997). 

5) Rôle de l' ATP 

Il semble que l'ATP est requis durant le processus apoptotique et que le niveau d'ATP détermine si 

une cellule va mourir par apoptose ou par nécrose (Nicoreta et Leist, 1997; Tsujimoto, 1997). La 

déplétion en A TP intracellulaire bloque certains événements de l'apoptose et entraîne la cellule qui 

devait mourir par apoptose vers la nécrose (Richter et al, 1996). 

Au moins deux étapes distinctes, la dégradation nucléaire et l'expression à la surface de la cellule des 

phosphatidylsérines, détectables par l'annexine V, semblent requérir de l'énergie pour leur réalisation 

(Figure 21). 

c) Les effecteurs 

Les éléments effecteurs biochimiques majeurs de la mort cellulaire sont les enzymes catalysant les 

changements irréversibles de l'ADN ( endonucléase DNAse) et des protéines (protéase caspases) 

(Martin et Green, 1995; Martins et Eamshaw, 1997). 

La liaison covalente des protéines cellulaires par la TGt est aussi une des réactions biochimiques 

irréversibles dans le processus apoptotique. Nous l'aborderons dans la seconde partie de ce chapitre. 

1) Les endonucléases 

La coupure intemucléosomale de l'ADN génomique par une endonucléase, qui génère des fragments 

multiples de 180 à 200 pb, visualisable par la formation d'échelles après électrophorèse en gel 

d'agarose, ou par la technique TUNEL qui permet la visualisation des cassures de l'ADN, a longtemps 

été considérée comme le marqueur biochimique par excellence d'identification de l'apoptose. Il ne 

peut cependant plus actuellement être le seul facteur pris en compte puisque, d'une part, d'autres types 

de dégradation de l'ADN libérant des fragments de 300 à 500 kb ou des coupures simples brins ont été 
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Figure 22 : Différentes voies de dégradation de l'ADN observées durant le processus apoptotique. 

L' ADN assoc ié aux protéines nucléaires peut être coupé au point A pour d01mer de larges fragments d 'ADN. Si 
les histones H 1 sont enlevés à ce moment là, la coupure au point B peut arrivée, et donner simultanément des 
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fragments de grandes tailles devancent les fragments internucléosomaux. Si la coupure au point A est bloquée, 
seul les coupures intemucléosomales sont observées 

(D 'après Bortner et al, 1995) 
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mises en évidence (Bortner et al, 1995) (Figure 22). D'autre part, l'apoptose peut se produire en 

absence de coupure intemucléosomale de l'ADN (Sletter, 1995; Schulze-Osthoff et al, 1994) et les 

cellules anucléées peuvent mourir par apoptose (selon les critères morphologiques). L'endonucléase 

responsable des coupures de l'ADN durant l'apoptose n'a pas encore été clairement définie, bien que 

plusieurs candidates soient proposés (DNase 1, DNase il, et NUC 18). 

Plusieurs endonucléases pourraient être impliquées dans le processus de dégradation de l'ADN dans 

l'apoptose. La dégradation de l'ADN reste cependant un bon indicateur de l'apoptose, particulièrement 

quand sa recherche est combinée avec une caractérisation morphologique. 

2) les protéases. 

Les études utilisant les cellules anucléées ou les systèmes "cell-free" indiquent que les composants 

centraux de la machinerie de mort sont plus probablement localisés dans le cytosol plutôt que dans le 

noyau. Une famille de protéases cellulaires, appelée caspases, semble jouer un rôle important dans 

l'exécution de l'apoptose, car la coupure spécifique et reproductible de protéines cellulaires est 

identifiée dans l'apoptose. Des inhibiteurs de protéases inhibent l'apoptose et l'addition de protéase 

exogène induit l'apoptose. 

Ainsi, le gène ced3 de C.elegans, qui est requis pour la mort cellulaire durant le développement du 

nématode, montre une homologie avec l'enzyme ICE (caspase 1), qui convertit l'U1j3 en sa forme 

active. Plusieurs autres caspases ont été identifiées. Ces caspases sont produites sous la forme d'un 

précurseur inactif qui est activé par coupure protéolytique. Les caspases pourraient faire partie d'une 

cascade d'événements protéolytiques. Cette hypothèse repose sur l'observation qu'une caspase peut en 

activer une autre. On a décrit une dégradation des cibles pour les caspases associée au processus 

apoptotique. Ces coupures protéolytiques pourraient jouer un rôle dans les changements structuraux, 

l'activation d'autres effecteurs comme les nucléases ou la suppression d'inhibiteurs dans le processus 

apoptotique (figure 23). 

B. TGt et Apoptose 

1. Corrélation TGt-apoptose 

C'est en 1987 que Fesus et al ont montré pour la première fois l'existence d'une corrélation 

entre l'expression de la TGt et l'apoptose dans deux modèles d'hépatocytes et de thymocytes in vivo. 

Lors de 1 'embryogenèse, les cellules qui meurent à des moments et à des endroits précis 

pendant le développement expriment des taux élevés de TGt (Davieset al, 1991 ; Nagy et al, 1994). Il 

en va de même dans les processus d'involution des hyperplasies du foie (Fesus et al, 1989) ou du 

thymus (Szondy et al, 1997). 
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Origüles • Lignées cellUlaires Références ,, 
neuroblastome SK-N-BE Melino et al, 1994 

Piacentini et al, 1991, 1992, 1996 
adénocarcinome HeLa-TV Piacentini et al, 1991 

HL-60 Mehta et al, 1996 
Nagy et al, 1995, 1996 

érytroleucémie HEL 
fibroblastes Balb-C 3T3 Gentille et al, 1992 

hépatocytes Piacentini et al, 1991 
Fesus et al, 1987, 1989, 1991 
Taresca et al, 1992 

cellules trachéobronchiale SPOC1 Zhang et al, 1995 
cellules ectocervicale ECE16-1 Rorke et Jacobberger, 1995 

cellule T Amendola et al, 1994 
hépatome McA-RH7777 Fukuda et al, 1993 
fibrosarcome Alaoui et al, 1992 
cellules mesenchyale Siang et Kochhar, 1992 

thymocytes Szondy et al, 1997 
lymphocytes T CD4+ Amendola et al, 1994, 1996 

cellules bronchoalveolarires NCI-H226 , NCI-H358 , NCI-H596 Lokshin et Levitt, 1996 
cellules photorecepteur Zhang et al, 1996 
cellules épithéliales Cummings et al, 1996 

neuroblastome Piacentini et al, 1994 
gliome Iwaki et al, 1994 

chondrocytes Borge et al, 1996 
leucémie promyélocytaire aiguë NB4 Benedetti et al, 1996 

Tableau XVI : Modèles cellulaires où l'expression de la transglutaminase de tissu est corrélée 

avec le processus apoptotique. 



Il a été montré dans plusieurs modèles in vivo, in vitro, normaux ou pathologiques que 

l'expression de la TGt coïncide avec le processus apoptotique {Tableau JM:). Le début de l'apoptose 

est généralement associé à une augmentation de l'ARNm de la TGt, suivie d'une augmentation de la 

synthèse de l'enzyme et de l'activité de liaison (pour revue: Piacentini, 1995 ; Fesus et al, 1996). 

Cette association de la TGt avec l'apoptose a aussi été démontrée par des techniques de double 

marquage in ce/lu/o. 

II. Implication de la TGt dans l'apoptose. 

L'expression simultanée de la TGt avec l'apoptose laisse sous-entendre que l'enzyme pourrait 

avoir une fonction dans ce processus de mort cellulaire. 

a) La TGt serait elle impliquée dans la voie conduisant à la mort des cellules chez 

C. elegans? 

L'étude du développement génétique du nématode C.elegans, l'organisme modèle, a permis de 

découvrir les principes fondamentaux qui régissent la mort cellulaire. Comme la réticulation de 

protéines par la TGt est une caractéristique essentielle et générale de la mort cellulaire programmée, 

on peut supposer que cet enzyme fasse partie du programme de mort chez C. e/egans. Il a été 

démontré qu'il existe une transglutaminase chez C. e/egans, l'enzyme étant exprimé constitutivement 

dans certaines cellules du ver adulte et induit dans les cellules programmées pour mourir. Jusqu'à 

présent l'étude des gènes ced, n'a pas permis d'isoler une transglutaminase. Cependant, plusieurs 

organismes mutants ced présentent des changements caractéristiques et distincts dans l'activité de 

l'enzyme - dont une augmentation significative dans le taux de protéines liées par liaisons e(y­

glutamyl) lysine où les cellules meurent mais ne sont pas éliminées par suite de la mutation de gènes 

impliqués dans la phagocytose des cadavres de cellules - donnant ainsi une preuve indirecte que la 

TGt prend part au mécanisme de base de mort cellulaire programmée (pour revue : Fesus et al, 1996). 

b) La modulation de l'apoptose par la TGt 

Les lignées cellulaires de neuroblastome SK-N-BE et de fibroblastesBa1b-C 3T3 et L929 transfectées 

avec l'ADNe complet de la TGt, montrent une diminution de leur capacité à proliférer avec une 

augmentation en parallèle du pourcentage de mort cellulaire (Gentileet al, 1992; Melino et al, 1994). 

Ces cellules mourantes, transfectées par la TGt présentent les changements caractéristiques 

cytoplasmiques et nucléaires de l'apoptose. Inversement, la transfection des cellules de neuroblastome 

avec un vecteur d'expression contenant des segments de l'ADNe de la TGt, en orientation inverse, 

provoque une diminution prononcée de l'apoptose spontanée et induite {Melino et al, 1994). 
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Ces données suggèrent que les liaisons irréversibles de protéines intracellulaires, catalysées par la 

TGt, peuvent représenter un événement biochimique important dans l'induction des changements 

cellulaires caractéristiques de l'apoptose. 

III.Rôle de la TGt dans l'apoptose. 

Plusieurs rôles sont imputés à la TGt lors du processus de mort par apoptose. 

a) Stabilisation des membranes - formation des corps apoptotiques 

L'activation de la TGt dans les cellules apoptotiques induit la formation d'un échafaudage protéique. 

Le nombre important de liaisons confère à ces structures intracellulaires une résistance aux détergents 

et aux agents chaotropiques (Fesus et al, 1989; Piacentini et al, 1991 b). 

La caractérisation biochimique de ces échafaudages de protéines révèle qu'ils contiennent des 

protéines intracellulaires connues ( actine, annexine I, vinculine, fibronectine, involucrine ), des 

protéines non encore identifiées (pour revue Aeschlimann et Paulsson, 1994 ; Knight et al, 1993 ; 

Tarsca et al, 1993) et des fragments d'ADN oligonucléosomiques (Fesus et al, 1989). 

Ces réseaux de protéines stabilisent l'intégrité des cellules apoptotiques et interviennent dans la 

formation des corps apoptotiques, où une accumulation de protéines liées par la TGt est retrouvée 

(pour revue Fesus et al, 1991). 

b) La TGt rend« silencieuse» l'apoptose 

La polymérisation de protéines intracellulaires peut aussi stabiliser le cytoplasme des cellules 

apoptotiques et empêcher la libération des macromolécules nuisibles, avant leur nettoyage par 

phagocytose. 

Les cellules L929 tuées par le TNFa libèrent de l'ADN et des macromolécules. La surexpression de la 

TGt dans ces cellules empêche cette libération (Pireddaet al, 1997). L'inhibition de l'enzyme, quant à 

elle, augmente la libération des macromolécules dans divers modèles (pour revues Piacentini et al, 

1994; Fesus et al, 1996; Piredda et al, 1997). 

Cela peut expliquer pourquoi l'apoptose est un événement silencieux du point de vueimmunologique, 

qui n'est pas associé à une inflammation ou à la formation de dégâts dans les tissus environnants 

(Wyllie et al, 1980 ; pour revue Piacentini, 1995). 

c) Induction de l'a po ptose par la TGt 

La TGt est capable d'induire l'apoptose via l'activation de molécules (pour revue Fesuset al, 1996). 

Un dimère covalent d'IL2, produit in vitro par la TGt, est capable d'induire l'apoptose des 

oligochondrocytes (Eitan et Schwartz, 1993 ; Eitan et al, 1994). 
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La TGt est aussi capable d'activer le TGFJ31 (Kojima et al, 1993), le rendant capable d'induire 

l'apoptose dans différents types cellulaires. 

La courbe d'apparition en fonction du temps de la TGt après induction de l'apoptose dans le thymus 

devance celle des noyaux apoptotiques, montrant que l'induction de l'enzyme précède l'activation de 

l'endonucléase. Cela suggère que l'induction de la TGt peut jouer un rôle dans l'initiation du 

programme apoptotique par des signaux dépendant de la synthèse de novo d' ARN (Szondy et al, 

1997). 

La TGt semble donc agir indirectement dans l'induction de l'apoptose de certains modèles et surtout 

dans la réalisation du programme tardif de l'apoptose. 

IV. TGt sans apoptose. 

Le gène de la TGt est exprimé constitutivement dans quelques types cellulaires localisés dans 

des tissus spécifiques des mammifères (Thomazy et Fesus, 1989). Une conclusion simpliste est d'en 

déduire que, par conséquence, la présence de TGt ne peut être considérée comme indicateur de 

l'apoptose. Cependant, dans la grande majorité des cellules, l'enzyme n'est pas exprimé est induit au 

début du processus apoptotique (Piacentini et al, 1991). Le rôle de la TGt exprimée constitutivement 

dans ces cellules n'est pas connu. Néanmoins, ces cellules sont localisées dans des tissus soumis à des 

stress environnementaux et fonctionnels (Thomazy et Fesus, 1989) qui doivent donc, pour éviter les 

conséquences néfastes d'une mort par nécrose, avoir un système apoptotique prêt à agir en cas 

d'agression. Le fait que l'apoptose puisse avoir lieu en absence de synthèse de protéines dans les 

cellules anucléées est en accord avec cette hypothèse (Raffet al, 1992). Il est concevable de supposer 

que durant 1' évolution, le gène de la TGt ait acquis une régulation tissu-spécifique amenant à une 

accumulation de 1 'enzyme dans les tissus les plus exposés. 

De plus, rappelons que la TGt est un enzyme Ca2+ dépendant, qui n'est pas actif aux concentrations de 

Ca2+ normalement détectées dans les cellules viables (Greenberget al, 1992), et que l'augmentation de 

concentration en Ca2+ rapportée dans les cellules apoptotiques est suffisante pour induire 1 'enzyme 

(pour revue Piacentini, 1995). Un traitement à l'ionophore de Ca2+ de ces cellules exprimant 

constitutivement 1 'enzyme entraîne la formation de protéines liées et la mort par apoptose (pour revue 

Fesus et al, 1996). Le manque d'apoptose en présence de TGt s'expliquerait donc par l'existence 

d'une forme inactive de l'enzyme, d'ailleurs retrouvée dans certains cas de cancers (Knight et al, 

1990). 

V. Mort cellulaire sans TGt 

Dans les neutrophiles l'inhibition de l'enzyme, par des inhibiteurs ou une approche antisens, 

n'empêche pas la mort des cellules (Fesus et al, 1996). Cependant, bloquer l'enzyme conduit les 

cellules à mourir par nécrose et à la libération de macromolécules. Inversement, le morphotype de 
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mort par nécrose peut être déplacé vers le type apoptotique par transfection de 1 'ADNe de la TGt dans 

les cellules L929 montrant une réponse nécrotique au 1NFa (Piredda et al, 1997). 

De même, 1 'induction de la mort cellulaire programmée des thymocytes par stimulation du 

récepteur Fas, contrairement à celles par l'anticorps anti CD3, la dexamethasone ou les irradiations 

qui donnent un morphotype apoptotique classique, avec expression de la TGt, n'induit pas la TGt et 

mène à un morphotype moins organisé (Szondy et al, 1997). 

Cellule proliférante 

~Gt~ 
A pop tose Nécrose 

+TGt 

Ces résultats suggèrent que la TGt prend une part importante dans le processus d'apoptose pris au 

sens strict de sa définition morphologique. 

La TGt est donc impliquée dans la réalisation du programme apoptotique complet, qui peut 

avoir des implications en pathologie, et différentes voies de régulation existent. Notre travail nous a 

permis d'aborder ces deux axes sur un modèle de myélome multiple, où les rétinoïdes ouvrent des 

perspectives thérapeutiques intéressantes. 
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Ce travail comporte deux parties. La première partie consiste en 1 'étude du mécanisme de 

régulation par les rétinoïdes de l'expression de la TGt et sa corrélation avec l'apoptose. La seconde 

partie est l'étude de la mort cellulaire induite par un rétinoïde de synthèse le CD437 et sa comparaison 

avec 1 'apoptose induite par 1 'ARtt. L'ensemble de ce travail est réalisé sur la lignée humaine de 

myélome multiple RPMI 8226. 

PARTIE 1: Etude du mécanisme de régulation par les rétinoïdes de 
l'expression de la TGt et sa corrélation avec l'apoptose 

A.Questions posées 
Ce travail part des observations suivantes : l' ARtt induit l'apoptose dans de nombreux 

modèles cellulaires. Cette induction s'accompagne d'une expression de la TGt, qui semble jouer un 

rôle non négligeable dans ce processus. L' ARtt a été proposé comme traitement du myélome multiple 

(voir revue générale). C'est la raison pour laquelle le choix du modèle s'est porté sur la lignée 

continue myélomateuse RPMI 8226. Cette étude a été entamée pour répondre aux questions 

suivantes: 

-L' ARtt régule-t-il l'expression de la TGt? 

-Par quelle(s) voie(s) des rétinoïdes (RAR et/ou RXR) passe(nt) cette régulation? 

-A quel(s) niveau(x) ce contrôle a-t-il lieu (transcriptionnel, traductionnel, post-

traductionnel)? Ce contrôle est il direct ou indirect? 

-Et enfin, existe-t-il une corrélation entre l'expression de la TGt et le processus apoptotique? 

B.Approches utilisées 
L'étude du contrôle de l'expression de la TGt par les rétinoïdes s'est tout d'abord focalisée sur 

le dosage de l'activité enzymatique, qui fait référence dans l'étude de son expression. 

Deux approches sont possibles pour disséquer les voies des rétinoïdes impliquées dans le 

contrôle de l'expression de la TGt. 

La première approche cible directement les récepteurs. Elle modifie leur expression par des 

techniques de transfections (vecteurs d'expression des récepteurs ou de dominants négatifs) ou 

inactive leur gène par recombinaison homologue (knock-out). Cependant, cette approche interroge 

une réponse globale. Agir sur un récepteur donné peut avoir des conséquences sur les autres 

récepteurs en jouant sur les équilibres entre les récepteurs, leur dimérisation, leur possibilité 

d'interaction avec les éléments de réponse, .... De plus, certaines redondances fonctionnelles des 

récepteurs des rétinoïdes peuvent être des artefacts du au «knock out>>, et n'existent pas normalement 

dans la cellule (Taneja et al, 1996). 
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L'approche par le ligand a été préférée pour cette étude. Le laboratoire dispose en effet, d'une 

grande variété de rétinoïdes de synthèse fourni par le CIRD Galderma. Ce sont autant d'outil sélectifs, 

qui, s'ils sont utilisés à des concentrations adaptées, permettent de déterminer l'implication de tel ou 

tel récepteur dans une régulation. Cette approche permet aussi de tester de nombreuses combinaisons 

de rétinoïdes, avec une souplesse d'exploration que n'offre pas la première approche. Ainsi, 

1 'utilisation de ligands de synthèses a permis de déterminer avec succès les voies de régulation par les 

rétinoïdes de l'expression de protéines au rôle biologique important, e.g Fas (Yang et al, 1995). 

Nous nous sommes également intéressé aux différents niveaux de contrôle de 1' expression de 

la TGt. L'expression de la protéine a été étudié in vitro par Western blot et in cellulo par 

immunofluorescence indirecte. En ce qui concerne l'étude des ARNm, le Northern-Blot technique de 

référence pour 1' étude de la transcription des gènes, donnant des résultats difficilement interprétables, 

nous avons mis au point une technique de RT-PCR «seuil». 

L'étude de l'apoptose a quant à elle été essentiellement réalisée sous un angle morphologique. 

C.Résultats 

Une partie des résultats fait l'objet d'une publication actuellement en révision à Blood. 

1. Evidence for the involvement of both Retinoic acid Receptor and Retinoic X Receptor­
dependent signaling pa th ways in the induction of tissue transglutaminase and a po ptosis 
in the human myeloma cellline RPMI 8226 

a) Résumé de l'article 
Dans cet article, nous montrons que 1 'ARtt et le 9-cis AR induisent 1 'expression de la TGt, un 

enzyme impliqué dans l'apoptose, au niveau de l'activité enzymatique et des ARNm, dans les cellules 

RPMI 8226. Ces cellules expriment les ARNm de RARa, RAR~, RARy, RXR.a, RXR~ et RXR.y. 

Pour identifier les récepteurs impliqués dans cette régulation de 1 'expression de la TGt, plusieurs 

rétinoïdes de synthèse sélectifs d'une classe de récepteurs ont été utilisés. Ni le CD 367, un rétinoïde 

agoniste sélectif des RARs, ni le CD 2425, un rétinoïde agoniste sélectif des RXR.s ne sont capables 

d'induire la TGt. Cependant, leur association induit une expression de l'enzyme proche de celle 

obtenue par l' ARtt. De plus, lorsqu'ils sont utilisés en association avec l' ARtt, le CD 367 inhibe 

partiellement l'induction de la TGt par l' ARtt alors que le CD2425l'augmente. 

Les effets de l'Am 580, du Cd 417 et du CD 437, trois rétinoïdes sélectifs respectivement du 

RARa, du RAR~ et du RARy ont aussi été étudiés. Aucun de ces composés n'est capable, s'il est 

utilisé seul, d'induire l'activité enzymatique TGt. Cependant, l'association de chacun d'entre eux avec 

le CD 2425 provoque une induction de l'enzyme mais de 30 à 50% par rapport à celle obtenue avec 

l' ARtt. Ces résultats suggèrent une redondance fonctionnelle entre les sous-types de RAR. Finalement 
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le traitement par l' ARtt ou l'association du CD 367 et du CD 2425, mais pas par le CD 367 ni le CD 

2425 utilisés seuls, sont aussi capables d'entraîner l'apoptose des cellules RPMI 8226, avec une 

accumulation de la TGt dans les cellules apoptotiques. Ces résultats suggèrent que 1 'induction de 

l'expression de l'activité enzymatique TGt et de l'apoptose dans les cellules RPMI 8226 nécessite 

l'activation dépendante du ligand des deux classes de récepteurs: RARs et RXRs. 

b) Article 

Evidence for the involvement of both Retinoic Acid Receptor and 

Retinoic X Receptor-dependent signaling pathways in the induction of tissue transglutaminase 

and apoptosis in the human myeloma cellline RPMI 8226 

Bertrand Joseph, Olga Lefebvre, Claude Méreau-Richard, Pierre-Marie Danzé, Marie-Thérèse Belin­

Plancot and Pierre Formstecher 

INSERM U 459 «Signaux, Récepteurs et Différenciation Cellulaire», 

Faculté de Médecine, 1 place de Verdun 59045 Lille cedex, France 
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ABSTRACT 

In this study, we show that both all-trans-retinoic acid (atRA) and 9-cis-retinoic acid (9-cis­

RA) are potent inducers of tissue transglutaminase (TGase ll), an enzyme involved in apoptosis, at the 

level of both enzyme activity and mRNA in the human myeloma cell line RPMI 8226. RPMI 8226 

cells were demonstrated to express mRNAs for all the retinoid receptors subtypes, i.e. RARa, RARf3, 

RARy, RXR.a, R.X.Rf3, and R.X.Ry. To identify which of these receptors are involved in regulating 

TGase II expression, several receptor-selective synthetic retinoids were used. Neither CD 367, a very 

potent retinoid which selectively binds and activates receptors of the RAR family, nor CD 2425, a 

R.XR selective agonist, did induce TGase II when used alone. However combination of CD 367 and 

CD 2425 resulted in nearly full induction of the enzyme. Moreover when used in combination with 

atRA, CD 367 partially inhibited the atRA-dependent induction of TGase II, whereas CD 2425 

enhancedit. 

The effects of Am 580, CD 417 and CD 437, three synthetic retinoids selective for the RARs 

subtypes RARa, RARI3 and RARy respectively, were also investigated. None ofthese compounds was 

able to induce TGase II when used alone, however the combination of each of them with CD 2425 

resulted in strong induction of the enzyme activity, reaching 30-50% of the values obtained in the 

presence of retinoic acid and suggesting functional redundancy between the RAR subtypes. Finally 

treatment with atRA or the combination of CD 367 and CD 2425, but not with CD 367 or CD 2425 

alone, was also shown to trigger apoptosis in RPMI 8226 cells, with prominent accumulation of 

TGase II immunoreactivity in apoptotic cells. Taken together these data suggest that the induction of 

TGase II expression and apoptosis in the RPMI 8226 myeloma cell line required ligand dependent 

activation ofboth the RAR and R.XR receptors. 

INTRODUCTION 

Transglutaminases (EC 2.3.2.13, TGase) are ca++-dependent enzymes catalyzing the 

formation of e(y-glutamyl)lysine cross-links between polypeptide chains 1. Several members of this 

gene family have been identified including the type II (tissue) TGase 2,3. TGase II, the biological 

functions of which remain unclear, is an intracellular enzyme found in many cell types 4. TGase II is 

implicated in the activation of several cytokines 5,6 and in signal transduction 7. Expression of TGase 

II has been found associated with apoptosis in several cell types, and a role for TGase II in this 

process has been suggested 8-10. 
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Apoptosis is a genetically controlled process of cell death and is important for the elimination of cells 

during morphogenesis, in embryonic development as weil as in many adult tissues 10,11 and in cancer. 

Although the function of TGase II in apoptosis has yet to be elucidated, it has been proposed that 

TGase II may cross-link cellular proteins, thereby preventing the release of intracellular 

macromolecules 12. 

atRA induces TGase II expression in various cell types 2,13-21. In mouse macrophages, 

regulation of TGase II expression by atRA occurs at the transcriptional level2. Most of the effects of 

atRA on gene expression are mediated by the activation of nuclear retinoid receptors, RARs and/or 

RXR.s 22. The RAR and RXR gene family comprises three subtypes named a, ~' y 22. These subtypes 

are expressed in a developmental stage- and cell type-specifie manner 22, and each may regulate the 

expression of different genes. In this study, we examined the retinoid signaling pathways involved in 

the induction of TGase II (and apoptosis) in the human myeloma cell line RPMI 8226, utilizing 

severa! retinoid receptor-selective agonists. This cellular madel was chosen because atRA has been 

proposed for the treatment of multiple myeloma. 

Our results provide evidence indicating that the induction of TGase II gene expression and 

apoptosis by atRA in RPMI 8226 cells is mediated through specifie retinoid signaling pathways that 

involve bath RAR(s) and RXR(s). 

MATERIALS AND METHODS 

Retinoids 
al!- trans and 9-cis-retinoic acid were purchased from Sigma (St. Louis, Missouri, USA), Am 580, CD 
367, CD 417, CD 437 and CD 2425 were obtained from CIRD Galderma (Sophia Antipolis, France). 
Retinoids were dissolved in dimethyl sulfoxide at an initial10-2M stock concentration andstored at-
20°C in the dark. Dilutions were performed in ethanol. The final concentration of ethanol in culture 
was 1%o. 

Cellline and cell treatments 
RPMI 8226 cells (CCL-155 American Type Culture Collection, USA) were cultured routinely at 
37°C, 5% C02 in complete medium (RPMI 1640 with Glutamax 1, 10% FCSinactived by heating, 
penicillin (lOOU/ml), and streptomycin (IOOJ.Lg/ml)). Viability (higher than 95%) was determined by 
trypan blue exclusion. TGase induction by retinoids was performed in cells grown in standard medium 
(RPMI 1640 with Glutamax 1, penicillin (lOOU/ml), streptomycin (100J.Lg/ml), insulin (5J.Lg/ml), 
transferrin (5Jlg/ml), and sodium selenite (5ng)) supplemented either with 3% FCS at 7 hours for 
TGase activity measurement, or with 10% FCS at 48 hours for microscopie studies. 

TGase activity measurement 23 
TGase activity of celllysates was determined by ca++ -dependent incorporation of [3H]putrescine into 
N,N' dimethylated casein. 107 cells were induced by retinoid at 5.105 cells/ml for 48hours and lysed 
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in 150!Jll0mM Tris-HCl pH 7.5, lmM EDTA, 0.5% Triton X-lOO. Aliquots of cellextracts (0.2mg of 
proteins) were incubated at 30°C in a total volume of lOO!Jl containing 20mMTris-HCl pH 7.5, 5mM 
CaCl2, lOmM 13 mercaptoethanol, 2mg/ml N,N' dimethylated casein, 2 !JCi [3H]putrescine (30-
60Cilmmol Dupont-NEN) and 0.2mM putrescine. After 20 min., aliquots were spotted on Whatman 
3MM filter paper, fixed and washed in 10% trichloroacetic acid, 5% trichloroacetic acid, 
ethanol/acetone (v/v) and acetone. Protein-bound [3H]putrescine was determined by liquid 
scintillation counting. Background value wasobtained by substitution of lmM EGTA for CaCl2 in the 
reaction mixture added to cell extracts and lysis buffer. Enzyme activity was expressed as picomoles 
of [3H]putrescine incorporated into N,N' dimethylated casein per minute and per milligram of cell 
lysate protein. Protein amount was assayed by the Bradford method 24 using fraction V Albumin 
(Boehringer Mannheim, Mannheim, German y) as the standard. 

RT-PCR and Northern blot analysis 
Total RNA was isolated from 107 cells using RNAble® (Eurobio, LesUllis, France) and was used for 
reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) and Northern blot analysis. 

For PCR amplification, pairs ofprimers were selected using the eDNA sequences ofhuman TGase II 
from umbilical vein endothelial cells, human 13 actin, human RARa, RARI3, RARy and human RXRa, 
RXRI3, RXRy (Table 1). TGase II primers are located in the coding region oftwo contiguous exons25. 
The reverse transcriptase reaction was performed in a final volume of 20!Jl containing 1 !Jg total RNA 
( denatured at 68°C for 5min), 20U RNAsin® Ribonuclease inhibitor (Promega, Wisconsin, USA), 
5!JM pd(N)6 (Pharrnacia Biotech, Uppsala, Sweden), 0.5mM dNTPs, and 200U Moloney Murine 
Leukemia Virus Reverse Transcriptase (Promega, Wisconsin, USA) in RT buffer. An aliquot (5 J..ll) of 
the RT reaction product was mixed with 20!Jl PCR buffer containing lU Taq DNA polyrnerase 
(Promega, Wisconsin, USA), O.lmM dNTPs and lOOng of each primer. PCR was performed in a 
minicycler (MJ Research, Watertown, Massachusetts, USA), as follows: 95°C for 5 min, then n (15 to 
40) cycles consisting of lmin at 95°C, lmin at 54°C and lmin at noe. After thelast cycle, incubation 
at noe was prolonged for lOmin. TGase II, RARs, RXR.s and 13 actin PCR reactions were performed 
separately. PCR products (15!Jl) were analyzed on a 2% agarose gel in TAE using a DNA ladder 
lOObp marker and a PCR product from human TGase II eDNA 26 (kindly provided by Dr. Gentile 
,Naples, ltaly)) as controls. Samples were analyzed by Southem blot using as a probe internai primers 
for amplified sequence (Table 1). Primers were labeled with 20 !JCi y[32P]ATP (3000Cilmrnol 
Dupont-NEN) using 5-lOU/!Jl T4 polynucleotide kinase (Promega, Wisconsin, USA). 

Northem blot analysis was performed using 8 J..lg total RNA and eDNA probes for human TGase Il, 
RARa, RARI3, RARy and RXRa, and for mouse RXRI3, RXRy kindly provided by Dr. Gentile, Pr 
Chambon (LGME, Strasbourg, France), Pr. Evans and Dr. Mangelsdorf (The Salk lnstitute, La Jolla, 
Califomia, USA) respectively. cDNAs were labeled with 20!JCi a[32P]ATP (800Cilmrnol) using a 
multi labeling kit (Boeringher Mannheim, Mannheim, Germany). 

Autoradiograms were quantified by densitometric analysis with REP (Helena Laboratory, Texas, 
USA). Values were normalized using 13 actin as external standard. 

Morphological studies 
At the indicated times, 15.1 o4 cells were taken to make cytospin preparations. Slides were stored at -
20°C. Cell morphology was observed after staining with May-Grünwald-Giemsa (MGG). DNA 
staining with Hoechst 33258 [Bis (benzidine)] was performed as described by Galli and Fratelli 27.In 
situ DNA fragmentation was measured by using the to TUNEL methodbased on 3'0H end labeling of 
DNA breaks with deoxyuridine terminal deoxynucleotidyl transferase 28. Immunofluorescence 
detection 29 of TGase II was performed by using a mouse monoclonal antibody (lgG) raised against 
purified guinea pig TGase II 30 and kindly provided by Dr. Birckbichler (Ardrnore, Oklahoma). A 
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pnmer Sequence EMBLBank 
5'->3' accession number 

TGase II upper CAGTTCCAGTTCGTGCCATCA M55153 
lower ATGCCTGTCTCCTCCTTCTCG 
intemal ATCACCCACACCTACAAATACCCAGAG 

~ actin upper ATCATGTTTGAGACCTTCAA X00351 
lower CATCTCTTGCTCGAAGTCCA 
intemal GACCTGGCTGGGCCGGACCTGACTGACTAC 

RARa upper CATTGAGACCCAGAGCAGC X006614 
lower CCGTCTCCGCATCATCCATC 
intemal GCTCTGAGAGCTACACGCT 

RARP upper GAATTGAAACACAGAGCACC Y00291 
lower GCAGGAGTGGTGACTGACTG 
intemal GACAGCTGAGTTGGACGATC 

RARy upper TGGAGACACAGAGCACCAGCTCA M38258 
lower GTCAGTCTGCTGCCTGAAGCC 
intemal TGAGCCCTCAGTTAGAAGAGC 

RXRa upper CTCCTCAGGCAAGCACTATG X52773 
lower AGAGCTTAGCGAACCTTCCC 
intemal AGGAGCGGCAGCGTGGCAAGGAC 

RXRP upper TCAGGCAAACACTACGGGGT X63522 
lower GCATACACTTTCTCCCGCAG 
intemal AAAGGACAAGGATGGGGATGGGGAG 

RXRy upper CTCAGGAAAGCACTACGGGG U38480 
lower CAGGGTCATTTGTCGAGTTC 
intemal AGAAGAAAGACAGAGGAGCCGAGAG 

Table 1 Oligonucleotide sequences of PCR primers and probes. 
d25 

Ail sequences are displayed 5' ,3' .Sequences ofTGase II primer was the same as reporte · 



fluorescein conjugated anti mouse lgG (Biosys, Compiègne, France) was used for detection by 
fluorescence microscopy. 

RESULTS 

Time course and dose response induction by atRA of TGase ll activity. 

TGase II activity was undetectable in untreated RPMI 8226 cells. atRA treatment resulted in a time 

and dose dependent induction of the enzyme (Figure 1). This induction was easily detected after two 

days of incubation and increased linearly until four days (panel A). Interestingly 9-cis-RA, that 

activates both RARs and RXRs, appeared more potent than atRA in dose-response experiments (panel 

B). 

m.RNA TGase ll induction by atRA in RPMI 8226 cells. 

TGase II induction was also detected at the mRNA level by using a RT-PCR assay (Figure 2). 

Whereas the expected 301 bp amplification product could not be detected before the 29 th cycle of 

PCR in untreated cells, it was clearly observed after only 22 cycles in atRA treated cells and increased 

dramatically after 29 and 36 cycles. The 301 bp band specificity was controlled using PCRperformed 

with a bona fide cloned human TGase II eDNA 26 and Barn Hl cleavage, which yielded the expected 

digestion pattern (data not shown). Actin levels were not altered upon atRA treatment. Taken together 

these results demonstrated that the atRA-dependent induction of TGase II in RPMI 8226 cells occurs 

at a pretranslational stage. 

Expression ofRARs and RXRs in RPMI 8226 cellline 

The induction of TGase II by atRA may be directly or indirectly mediated by nuclear retinoid 

receptors. To determine which retinoid receptors could be involved in this regulation, the expression 

of RARs and RXRs in RPMI 8226 cells was investigated. Total RNA from control and atRA-treated 

RPMI 8226 cells was submitted to Northem blot analysis. Untreated cells expressed RARa., RARI3, 

RARy, RXRa., RXR.j3 and RXR.y mRNAs (Figure 3A) at similar levels with the exception of RARy 

which was 1.5-fold more expressed. Treatment of RPMI 8226 cells for 7 hours with 1 o-7 M atRA did 

not result in clear modulation of RARs and RXRs mRNAs according to Northem blot experiments. 

However with the more sensitive RT-PCR assay an up-regulation of RARI3 and RARy was detected 

(Figure 3B). 

Effects of receptor selective retinoids 

To evaluate the respective involvement of RARs and RXRs in the induction of TGase Il, we used 

several retinoids that bind selectively to and activate specifie RARs or RXRs (Table 2). 
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Figure 1 Induction of TGase II activity by retinoic acid in RPMI 8226 cells. 

Cells were treated with atRA or 9-cis-RA and TGase II activity was assayed by [3H]putrescine 

incorporation into N,N' dimethylated casein. Panel A: time course of the induction of TGase 

II activity by 10-7 M atRA. Panel B: dose-response curves after 48 hours induction with 

various concentration of ali trans or 9 cis RA. 



PCR Cycles 15 22 29 36 
RA 10-7 M 1+ 1+ 1+ 1+ 
TGase Il 301 bp 

Actin 312 bp 

1 TGase Il 1 Actin 0 0 0 1 0.431 0.11 1 0.521 0.10 1 0.641 

Figure 2 Induction of TGase II mRNA in RPMI 8226 cells. Cells were treated or not 

for 7 hours with 1 o-7
M atRA in defined medium. Total RNA 0~-tg) was submitted to reverse 

transcription and polymerase chain reaction (for 22, 28, 34 or 40 cycles), fractionated on 2% 

agarose gel, transferred to a Hybond N+ membrane, and hybridized to 
32

P-labeled 

oligonucleotidic probes for human TGase II, and actin.(for primers and probes see materials 

and methods) 



' RA Ra R.:XRa 
.r. ) 

1] 3 b kb 5 -lkb 

RAR~ R.XR~ 

3 5 kb 3.3 kb 

RARy RXRy 

' 1 kb -U kb 

acun 2.2 kb 

c RA c RA 

B) 
RA Ra RAR ~ RAR ·r 

!1
' l{ ~ ·. 1.: ~ ~~ 20 2 5 ::o :o ~ 5 ~1 0 1) 20 25 

l'ù llli'UI -· 
10 \ 1 RA : 1 - • 

RXRa RX R~ RXRr ac un 
Pi H ~;-..:lès 15 20 2~ 25 JO 35 15 20 25 

Cuntrul -- -- ... 
1 

r.1 \ 1 R.-\ ~ - - ~ ---
Figure 3 Retùwid receptor profile of RPMI 8226 cellline. Cells were treated or not for 

7 hours with 1 o·7M caRA in defined medium. A) N01ihem blot: total fU\; A was isolated, 

fractionated ( 8).lg) on 1% agarose gel , transfened to a Hybond N+ membrane. and hybridized 

to 32P-labeled eDNA probes for human RARcx.. -~- -y, RXRcx., mouse RXR~, -y, and actin. B) 

RTPCR assay: total RNA (1).lg) was submitted to reverse transcription and polymerase chain 

reaction (for 15. 20. 25 , 30 or 35 cycles) , fractionated on 2% agarose gel. transfened to a 

Hybond N+ membrane, and hybridized to 
22

P-labeled oligonucleotidic probes for human 

RARa. RA.R~ . RJ-\R'( , R.XRa. RXR~ , R.XRy or~ actin.(for primers and probes see matetials 

and methods l. 



Table 2 

Retinoid Structure 

Ali-trans ret;.inoic acid nr~J~,~~/((JUII 
"'-/"--

9 cis retinoi:::: acid 

CD367 

CD 2425 

Am580 

CD417 

CD437 

~/ ~ 
U~ 

/~ 
. 1 

Cüüfl 

COOtl 

Q::x~·~ "ùUII 

~COOII 

w~ ï Il 

~COUII 

?XJ CH,U 

(9. ~J(JCOOH 
rr~ ~ 
' [ / 

(lll/ ---/ 

Selectivity 

RARs 

RARs 

RXRs 

RARs 

RXRs 

RA Ra 

RARj) 

RARy 

Structures of the natural and synthetic retinoids used. 

Structures of ail- trans-retinoic acid (atRA), 9-cis-retinoic acid (9-cis-RA),4-[5,6,7,8-

tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-anthracenyl]-benzoic acid (CD367), (E)-2-[2-(5,6,7,8-

tetrahydro-3,5 ,5 ,8,8-pentamethy 1-2-naphthyl)propen-1-yl]-4-thiophenecarboxy lie ac id 

(CD2425 or AGN19170 1 ), [ 4-(5,6, 7 ,8-tetrahydro-5,5,8,8-tetramethyl-2-naphthalenyl) 

carboxamido ]benzoic acid (Am580), 6-(3-tert-butyl-4-methoxyphenyl)-2-naphthoic acid 

(CD417), and 6-[3-adamantyl-4-hydroxyphenyl]-2-naphtalene carboxylic acid (CD437). The 

selectivity of each compound is indicated according to previously published Kd and EC50 data 
31

• 
32

• 
43

• CD2425 does not transactivate RARs, but transactivate RXRs (EC50= 54nM). It binds 

to RARs with a very weak affinity (Kd= 10,000, 1470 and 712nM for RARa, RARB and 

RARy respectively, U. Reichert, persona! communication). No RXR binding data have been 

published for this compound. 



We first analyzed effects of CD 367 and CD 2425, two retinoids highly selective for the RAR and the 

RXR receptors families respectively : CD 367 binds to and activates RARa, RARI3 and RARy at 

nanomolar concentrations 31 , whereas CD 2425 (or AGN 191701) is a RXR panagonist 32. RPMI 

8226 cells were treated for 48 hours with these retinoids at concentrations ranging from 1 o-9 to 1 o-6 

M, either al one or in combina ti on with 1 o-7 M atRA. This concentration of atRA, yielding only 

suboptimal (about 30%) TGase II induction, was chosen to detect any positive or negative modulation 

of the response by the synthetic retinoid used. Results are presented in Figure 4. When used alone, and 

at every concentration tested, the RAR selective retinoid CD 367 did not cause any increase in the 

TGase II activity (panel A). Moreover it appeared able to partially inhibit the atRA dependent TGase 

ll induction. When used alone the RXR selective compound, CD 2425, appeared also unable to induce 

TGase II activity (panel B). However, CD 2425 in combination with atRA strikingly enhanced the 

atRA response in a dose dependent manner, the maximum being observed at I0-7 M CD 2425 (3-fold 

enhancement when compared with I0-7 MatRA alone). At higher CD 2425 concentrations (10-6 M) 

combination with I0-7 MatRA appeared less efficient. Finally, as shown in panel C, combination of 

both RAR and RXR selective agonists resulted in synergistic induction of TGase II, reaching 80% of 

the value obtained with 1 o-7 M atRA. Taken together these observations suggested that activation of 

both RAR and RXR is required for induction of TGase ll. 

The next step in our studies was to determine if one of the RAR subtype, i.e. RARa, 13 or y, was 

selectively involved in the control of TGase II expression. RPMI 8226 cells were treated as before in 

the presence of either Am 580, CD 417 or CD 437, three synthetic retinoids which are RARa, 13 or y 

selective respectively, when used at nanomolar concentrations 33,34. As shown on Figure 5, RAR 

subtype selective retinoids used alone were inactive. However, when used at I0-9 M concentration in 

combination with CD 2425, each of them induced TGase II activity to an extentvarying from 25 to 

45% of the level obtained after treatment with I0-7 M atRA. Interestingly no further induction was 

observed when the RAR subtype ligands were used at higher, non selective concentrations. Thus the 

various RAR subtypes which are all expressed in RPMI 8226 displayed functional redundancy with 

respect to the synergistic induction of TGase ll in the presence of a RXR selective ligand. 

Correlation between the induction of TGase D and apoptosis in RPMI 8226 cells 

Severa! studies have suggested a role for TGase II in apoptosis 8-10. To examine whether the atRA­

induced TGase II expression in RPMI 8226 cells was correlated with the induction of apoptosis, we 

performed both indirect immunofluorescence detection of TGase II protein (Figure 6, left panel) and 

MGG staining (right panel) of cells within 6 days of addition of different retinoids to the culture . 
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Figure 4 Effects of RAR and RXR receptor selective retinoids or both on TGase II 

activity in RPMI 8226 cells. Cells were treated for 48 hours with 10"7M atRA, varying doses 

of CD367 (A), CD2425 (B), and their combination (C), in defined medium for 7 hours, and 

then in 3% FCS supplemented medium. 
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Apoptosis was quantified by counting apoptotic cells after MGG and Hoechst 33258 staining. Count 

ofTUNEL positive cells gave similar results (Figure 7). 

As shown in Figure 6A, after treatment of RPMI 8226 cells with 1 o-7 M CD 367 or 1 o-7 M CD 2425 

alone neither apoptotic cell death (right panel) nor TGase il (left panel) were induced. The apoptotic 

index in the CD 367- or CD 2425-treated cultures was not different from that in control (Figure 7). 

Thus, mere activation of endogenous RARs by a RAR-selective retinoid such as CD 367 or of 

endogenous RXRs by a RXR-selective retinoid such as CD 2425 is insufficient to induce apoptosis in 

RPMI 8226 cells. 

Interestingly, treatment with 10-7 MatRA, the natural panagonist ligand, resulted in both TGase II 

induction (Figure 6B, left panel) and significant apoptosis. As shown in Figure 6B (right panel) 

numerous cells displayed the characteristics of a classical apoptotic phenotype with condensed nuclei, 

extensive cytoplasmic blebs, marked decrease in cellular volume and cellular fragmentation. The 

apoptotic index of atRA-treated cells was approximately 12% (Figure 7). Finally, after 6 days of 

culture in the presence of both I0-7 M CD 367 and I0-7 M CD 2425 we observed the same 

morphological evidence of apoptosis as in atRA treated cells (Figure 6C, right panel). The apoptotic 

index was in the 18% range (Figure 7). After atRA treatment TGase il appeared induced in cells 

undergoing apoptosis and accumulated in apoptotic bodies (Figure 6C, left panel). Taken together our 

results demonstrated that the induction of TGase II and apoptosis by retinoids in RPMI 8226 cells are 

linked and that the activation of both RARs and RXRs is required for the induction of apoptosis. 

lnterestingly the same requirement was observed for the inhibition of cell proliferation elicited by 

retinoids in RPMI 8226 cells (data not shown). 

DISCUSSION 

In this study we demonstrated that retinoic acid induce TGase il expression in a dose 

dependent manner at both the mRNA and the enzyme activity levels in RPMI 8226 cells. A retinoic 

acid dependent expression of the protein was also demonstrated in intact cells by indirect 

immunofluorescence assay. In RPMI 8226 cells, there is no detectable basal expression ofTGase Il, a 

situation also observed in other cellular models, including HL-60 human leukaemia cells, a mode! 

extensively used for the study of the mechanisms controlling TGase II expression 15. Conversely, in 

sorne other cell types and tissues significant basal expression of TGase II has also been reported 35-

38. In most cellular models, however and whatever the basal leve!, retinoic acid induced TGase II, 

with only few exceptions 35•39 probably related to sorne poorly understood post receptor resistance. 
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Cells were incubated for six da ys in the absence of retinoids or in the presence of 1 o-7M atRA, 

1 o-7 M CD 367, 1 o-7 M CD 2425 or the combination ofboth 1 o-7 M CD 367 and 1 o-7 M CD 

2425. Count of apoptotic cells were performed on cytospin preparations after MGG 

coloration, Hoechst 33258 staining or TUNEL assay. In each case the percentage of apoptotic 

cells was determined in duplicate counts of 400 cells. Mean values±SD from 6 independent 

experiments are shown. 



RPMI 8226 cells express all the retinoic acid receptors mRNA, suggesting that all the RARs 

and RXRs proteins are also expressed in these cells, which could therefore constitute a very attractive 

madel for the elucidation of their respective role in the control of varioustarget genes by retinoic acid. 

A more limited pattern of expression of the retinoic acid receptors has been reported in HL-60 and 

SPOC-1 cells, two models recently used for the study of the control of expression of TGase II by 

retinoids : HL-60 expressed only RARa, RXR.a and RXR.f3, whereas SPOC-1 cells expressed on~ly 

32,4o BU 
RARa, RARy and RXRf3 . LILLE 1 

RAR subtype (a, f3 or y) and RXR-specific retinoids are extremely usefulligands, that, when 

used at appropriate selective concentrations, allow the investigation of the respective contribution of 

the various RARs and RXR.s in the molecular control of a given retinoic acid induced response 34•41 . 

Our results demonstrated that in RPMI 8226 cells TGase II induction required the activation of both 

the RAR and the RXR pathways. Our report is the first trying to elucida te the molecular mechanism of 

the control of TGase II by retinoic acid and its correlation to apoptosis in human myeloma cells. This 

control however has been already investigated in other human cells by using the same kind of 

approach. In the HL-60 promyelocytic leukaemia cell line TGase II induction was observed in the 

presence of both RARIRXR panagonists and RXR selective ligands 42-45, implying that the 

activation of RXR alone is able to elicit the response. The implication of the RAR pathway is less 

clear, since conflicting results have been reported using TINPB, a RAR selective ligand, in two 

different HL-60 subclones. In the HL-60 cdm-1 clone TTNPB was inactive 42, whereas in the HL-60 

CCL240 clone it induced TGase II activity at the same level as retinoic acid and RXR specifie ligands 

45. These discrepancies are probably related to differences in the cellular context of the two 

subclones. Interestingly the HL-60 cdm-1 line is a differentiation resistant line 32. In NB4 cells, a 

human promyelocytic leukaemia cellline expressing both the wild type RARa and the PML-RARa 

fusion protein (resulting from the reciprocal chromosomal translocation t(15: 17) that is the molecular 

hallmark of acute promyelocytic leukaemia) RAR and RARa selective retinoids were able to induce 

TGase II, whereas RXR-selective retinoids were inactive 39. Moreover a RARa-antagonist 

completely inhibited the expression of TGase IL Thus in these cells expression of TGase II appeared 

to be controlled by RARs rather than by RXR., and a peculiar role for PML-RARa in the regulation 

has also been reported. Interestingly, the specifie involvement of RARa in the control of TGase II 

expression has been also documented in rat and mouse fibroblasts and rat tracheobronchial cells by 

using both RAR and RXR. selective retinoids 40•46 and modulation of RARa leve! by transfecting 

sense and antisens RARa expression vectors 47. RXR. selective ligands displayed neither activity 

when used al one, nor synergy with RAR selective ligands 40. 

99 

-----



Taken together these data indicate that, whereas retinoic acid is able to induce TGase II in a 

large variety of tissues and species, the molecular mechanism by which it exerts this control differ 

strikingly and involve different retinoid receptor subtypes according to the cell mode! used. The 

pattern of expression of the various RARs and RXRs in a given cell, the promoter context of the 

TGase ll gene and more generally the cellular context are probably responsible for the diversity 

observed. Recently the mouse TGase II promoter has been cloned and its inducibility by retinoids has 

been studied in CV -1 cells transfected with various RARs and RXR.s 48. In the CV -1 cells context this 

promoter was shown to be activated by both RAR and RXR pathways, a result different from the RAR 

preferen~e observed in "natural" mouse and rat cells. 

W e observed that activation of both the RAR and RXR pathways is required to obtain a 

synergistic induction of TGase II. Such a synergy has been already reported for other retinoic acid 

induced responses 34. A potentiation of the effect of a RAR selective ligand on HL-60 cell 

differentiation by RXR selective ligands has been also reported 49. Such synergie and potentiating 

effects probably involve the activation of RAR-RXR heterodimers and a cooperation between the 

ligand-dependent activation functions of both partners 34. No retinoid response element has been 

identified on the partial sequence of the human TGase II promoter published so far 50, and the 

existence of such elements in this promoter remains to be documented. Our results suggest that a 

subtle equilibrium between the respective activation levels of RARs and RXRs has to be reached to 

obtain maximum synergy. (see the opposite effects of the combination of CD 2425 versus CD 367 

with atRA in figure 4A and B). The observed enhancing effect of CD 2425, when added to I0-7M 

atRA, could be explained by a better activation of RXR, since atRA activa tes mainly RARs, its ability 

to activate RXR.s too in living cells resulting probably from partial conversion into 9-cis-RA. 

Interestingly 9-cis-RA, that activates both RARs and RXR.s appeared more efficient than atRA for the 

induction of TGase II (Figure lB). Thus, in the presence of CD 2425, the response to atRA was 

shifted to a 9-cis-RA like response with better TGase II induction. Conversely in the presence of CD 

367, the RAR selective ligand, the balance was shifted towards lower induction (Figure 4A). This 

inhibitory effect could result from a desequilibrium between RAR and RXR activation. We previously 

demonstrated that CD 367 induce the formation of RARs homodimers in vitro 51, however the 

occurrence of such homodimers is not documented in vivo. Another possibility is an interference of 

CD 367 with the metabolism of atRA and its isomerization into 9-cis-RA. 

Whereas the combination of a RAR panagonist (CD 367) with a RXR agonist (CD 2425) 

resulted in a synergie induction of TGase II and apoptosis at a level quite equivalent to the one 

obtained with atRA, the combination of the various RAR subtypes selective ligands tested with CD 

2425 resulted in similar but only partial synergie induction of TGase II. 
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These results suggest that full TGase II induction by atRA probably involved the activation of 

ali the RAR-subtypes, i.e. RARa, J3, and y present in RPMI 8226 cells, and that these subtypes are 

partially redundant for this induction. Such a functional redundancy has been already observed in 

other models 34. 

Finally our observation that the expression of TGase li and the induction of apoptosis are 

regulated by retinoids in a very similar way in our cells is in good agreement with previous reports 

. h TG li 1 1 . . 8-lO 52 53 w· h h . 1 . . RAR suggestmg t at ase p ay a ro e m apoptosts ' ' . tt t etr comp ete equtpment m s 

and RXR.s receptor subtypes, RPMI 8226 cells afford a very suitable model for further studies of the 

molecular control of apoptosis by retinoids in human myeloma. 
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c) Discussion de l'article 

Dans cette étude nous démontrons que 1 'ARtt induit 1 'expression de la TGt de manière dose 

dépendante dans les cellules RPMI 8226 au niveau des ARNm et de l'activité enzymatique. 

L'expression de la protéine TGt est aussi démontrée in cellulo par immunofluorescence indirecte. 

Dans les cellules RPMI 8226, on ne détecte pas d'activité TGt, une situation que l'on observe dans 

d'autres modèles comme les HL-60 (Davies et al, 1985). A l'inverse, une expression de base de la 

TGt a été rapportée dans d'autres modèles cellulaires et tissulaires (Thomazyet al, 1989; Suedhoff et 

al, 1990; Piacentini et al, 1991); dans la plupart des modèles cependant, et quel que soit le niveau de 

base, 1 'ARtt induit la TGt avec seulement quelques exceptions probablement liées à des phénomènes 

de résistances post-récepteur non encore élucidés. 

Les cellules RPMI 8226 expriment 1 'ensemble des ARNm des RARs et des RXR.s. Elles 

constituent donc un modèle intéressant pour déterminer le rôle respectif de ces récepteurs dans le 

contrôle de divers gènes cibles de 1 'ARtt. Les cellules HL-60 et SPOC-1 utilisées par certains auteurs 

pour l'étude du contrôle de l'expression de la TGt par les rétinoïdes présentent une expression plus 

restreinte des récepteurs des rétinoïdes (Hl-60: RARa, RXR.a et RXRJ3; SPOC-1 : RARa, RARy et 

RXR.J3) (Nagy et al, 1995 ; Zhang et al, 1995). 

Nos résultats montrent que dans les cellules RPMI 8226, l'induction de l'activité enzymatique 

de la TGt nécessite les voies RARs et RXR.s. Par une approche similaire à la nôtre, d'autres voies ont 

été élucidées dans d'autres modèles (voir revue générale). 

Ces résultats indique que l' ARtt est capable d'induire dans une grande variété de tissus et 

d'espèces, et que le mécanisme moléculaire par lequel il exerce son contrôle differe et implique des 

récepteurs différents selon le modèle utilisé. L'expression des divers RARs et RXRs dans la cellule, le 

contexte du promoteur et plus généralement celui de la cellule sont probablement responsables de la 

diversité des réponse observées. 

Récemment, une région promotrice du promoteur murin de la TGt a été clonée et sa régulation 

par les rétinoïdes testée dans les cellules CV-1 transfectées (Nagy et al, 1996). Dans le contexte des 

cellules CV -1 ce promoteur peut être activé par la voie RARs et la voie RXR.s. Ce résultat diffère de la 

voie RARa trouvée dans les cellules SPOC-1 de rat (Zhang et al, 1995). 
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L'observation que les deux voies RARs et RXR.s sont requise pour l'induction de l'activité 

TGt suggère que l'effet des rétinoïdes passe probablement par l'activation d'un héterodimère RAR­

RXR et une coopération entre les fonctions d'activations dépendantes du ligand des deux partenaires. 

Aucun élément de réponse aux rétinoïdes n'a été identifié dans la séquence partielle du promoteur 

humain de la TGt, l'existence de tel motif restant à documenter. 

Nos résultats suggèrent qu'un équilibre subtil entre l'activation des RARs et des RXR.s permet 

l'activation optimale de l'enzyme. L'augmentation observée quand le CD 2425 est ajouté à l'ARtt 

peut être expliquée par une meilleure activation des RXR.s, puisque l'ARtt active uniquement les 

RARs et que sa capacité à activer les RXRs résulte probablement de sa conversion dans les cellules en 

9-cis AR. Ainsi le 9-cis AR qui active les RARs et les RXR.s est plus efficace que 1 'ARtt dans 

l'induction de la TGt. Donc en présence de CD 2425, la réponse de l'ARtt est déplacée vers une 

induction similaire à celle du 9-cis AR. Inversement en présence de CD 367, un RAR sélectif, la 

balance est déplacée vers une plus faible induction. Cet effet inhibiteur pourrait être le résultats d'un 

déséquilibre entre l'activation des RARs et des RXR.s. Il a été montré au laboratoire que le CD 367 

induit la formation d'homodimères RAR in vitro (Lefebvre, 1995), cependant, la fonction de cet 

homodimère n'est pas documenté in vivo. Une autre possibilité est que le CD 367 interfere sur le 

métabolisme de 1 'ARtt et son isomérisation en 9-cis AR. 

L'association des rétinoïdes sélectifs des sous-types de RAR avec le CD 2425 provoque une 

induction partielle de la TGt par rapport à l'association CD 367 plus CD 2425. Ces résultats suggèrent 

que l'induction complète de la TGt par l' ARtt implique probablement l'activation de tous les RARs, 

i.e RARa., J3 et y présent dans les cellules RPMI 8226, et que ces sous-types sont partiellement 

redondants dans l'induction de l'enzyme. 

Finalement, l'observation que l'expression de la TGt et de l'induction de l'apoptose sont 

régulées par des voies très similaires dans les cellules RPMI 8226 est en accord avec les données qui 

suggèrent que la TGtjoue un rôle dans l'apoptose (voir revue générale: TGt et apoptose). 
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II.Mise au point de la technique de RT -PCR pour l'étude des ARNm de la TGt 
L'ARtt induit l'expression de la TGt dans divers types cellulaires (Yuspaet al, 1982; Davies 

et al, 1985, 1992; Rubin et al, 1986; Suedhoff et al, 1990; Piacentini et al, 1991, 1992; Goossens et al, 

1993; Fraij et al, 1992, 1996; Defacque et al, 1995). Cependant, le niveau (transcriptionnel, 

traductionnel ou enzymatique) où cette régulation arrive n'est pas toujours bien élucidé. 

L'activité TGt est indécelable dans les cellules RPMI 8226 non traitées. Un traitement par 

l'ARtt induit l'activité enzymatique (Figure 24 C). Une protéine de 82k.Da est trouvée dans les cellules 

traitées par l'ARtt. L'induction de la protéine et de son activité enzymatique n'est pas corrélée au taux 

des ARNm détectés par Northern blot. On peut voir la présence d'un transcrit dans les cellules traitées 

ou non par l'ARtt (Figure 24 A). Cette divergence entre l'analyse des ARNm étudiés par Northern 

blot analysis versus l'activité enzymatique et l'analyse des protéines par Western blot, amène deux 

hypothèses : une régulation post-transcriptionnelle de la TGt ou un artefact dans l'analyse par 

Northern blot. 

Avant de tester la première hypothèse, le taux des ARNm a été testé par RT-PCR, une 

méthode réputée plus sensible que le Northern blot. Les amorces ont été choisies d'après les travaux 

publiés par Elsasser et al (1993), et pour leur absence d'homologie connue dans les banques de 

données (FASTA à EBI: Institut Européen de Bio- informatique). La RT-PCR est réalisée sur des 

ARN totaux. La révélation des produits de RT-PCR par l'ADNe (hTG1) de la TGt (Gentille et al, 

1991 ), utilisée pour la révélation des Northern blot, permet de compter 3 bandes. Une bande de 301 pb 

attendue régulée par l'ARtt, et deux bandes non régulées par l'ARtt (à 200 et 150 pb 

approximativement) (Figure 25). Les taux d'expression de la J3 actine ne sont pas modifiés après 

traitement par l'ARtt. La même analyse par RT-PCR d'ARN totaux issus de la lignée cellulaire 

humaine dérivée d'un carcinome pancréatique (PaTu 8902) (Elsasser et al, 1993), ne révèle que la 

bande à 301pb. Une autre lignée cellulaire humaine de myélome U266 (A.T.C.C. TIB-196) testée au 

laboratoire montre trois bandes comme dans les RPMI 8226 (résultats non montrés). 

Deux homologues de la TGt ont été isolés de cellules d'érythroleucémie humaine HEL 

induites par 1 'ARtt: la TGH (Fraij et al, 1992) et la TGH2 (Fraij et al, 1996) avec des transcrits de 1.9 

et 2.4kb respectivement. TGH2 ne peut pas hybrider avec nos amorces. TGH peut réagir et donner le 

même produit que la TGt, mais aucun transcrit de taille de 1.9 kb n'est détecté dans le Northern blot. 

L'étape suivante a été de caractériser et d'identifier ces trois bandes. La bande de 301 bp régulée par 

l' ARtt supposée être la TGt a été contrôlée en réalisant une PCR sur l'ADNe de la TGt, puis une 

coupure par l'enzyme de restriction Barn Hl (un seul site dans la séquence). Elle donne la figure de 

digestion attendue: 2 fragments de 207 pb et 94 pb (Figure 26). Le fragment d' ARNm de la TGt 

recouvre au moins un intron comme le montre le produit de PCR réalisé sur 1 'ADN génomique 
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Figure 24 : Effet de I'ARtt I0-7M sur les ARN m (A), de la protéine (B) et de l'activité 
enzymatique (C) de la TGt dans les cellules RPMI 8226. 

Lc::s ce llules sont traitées pendant 7 heures dans un milieu défini , complété ensuite à 3% SVF. A : 8 flg d ' ARN 
totaux de cellules traitées pendant 7 heures sont analysés par Northern blot. Pour 1 ' hybridation, des sondc::s 
d ' ADNe de la TGt e t de l'actine marquées au 32P sont utilisées. Les positions des ARNr 28s et 18s sont 
indiquées sur le côté ga uche (* indique la position hypothétique de la TGt) . B : Les protéi nes d ' un lysa t 
cellulaire de ce llul es traitées pendant 48 heures sont testées en Western blot. Un anticorps monodonal anti -TU t 
humaine et un anticorps secondaire couplé à la peroxydase sont utilisés pour visualiser la bande. C : l .es 
pro témes d ' un lysa t ce llulaire de cellules traitées pendant 48 heures sont testées pour l' activité TGt. (C : 
contrô le ; RA : AR 10 7M). 
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pendant 7 heures. Les ARN totaux (1 11g) sont soumis à une RT-PCR (35 cycles) avec les amorces TGt ou actine. 
Les produits d ' amplification sont fractionnés sur gel d 'agarose 2%, transférés sur membrane Hybond !'<+ et 
hybridés avec des sondes d 'ADNe marquée au 32P de la TGt et de l' actine. Une échelle de 100 pb d'AD!'< est 
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(Figure 26, couloir 9). Pour identifier les autres bandes non régulées par l' ARtt, les produits de PCR 

ont été séquencés (Eurogentec, Belgique) (Figure 27). La bande régulée par 1 'ARtt montre 100% 

d'identité sur les 301 pb avec l'ARNm de la TGt humaine entre 1253 pb et 1553 pb. La bande de 201 

pb montre sur les 159 bp, en dehors des amorces, une identité de 99.4% avec l' ARN ribosomal 28S 

humain entre les positions 1911 pb et 2069 pb (Banque EMBL: M11167). La dernière bande de 147 

pb montre, excepté les amorces (soit 106 pb), 85.84% d'identité avec l'ARNm humain pour la 

protéine ribosomale L31 (séquence +40 pb à +146 pb) (Banque EMBL: X69181) (Figure 26). Le 

produit d'amplification reste le même lorsque l'on change les concentration en MgCl2 (0.5 à 3 mM) 

ou la température d'hybridation (52 à 58°C) avec un Tm à 49.2°C et 51.2°C pour l'amorce en amont 

et en aval respectivement (résultats non montrés). Ce résultats est surprenant car l'amorce en amont et 

l'amorce en aval présentent respectivement une homologie stricte avec la séquence de l'ARNr 28s de 

23,8% et de 42,85%. Néanmoins, il est à noter que, les homologies strictes bien que modérées entre 

les amorces et les séquences de 1 'ARNr 28S sont localisés en 3' des séquences. Des erreurs 

d'appariements sont tolérées si elles sont localisées en 5' des amorces, qui peuvent s'hybrider à la 

séquence de l'ARN d'une manière dégénérée durant les premiers cycles de PCR (Liang et Pardee, 

1992). De plus, l'abondance de l'ARNr 28s dans la cellule favorise son amplification. L'ARNm de la 

protéine L31, moins abondant que 1 'ARNr 28s, quant à lui présente une homologie de 4 7,61% avec les 

deux amorces et une localisation de ces homologies toujours en 3' des amorces. Comment supprimer 

ces réactions croisées ? Travailler avec de l'ARNm polyA va supprimer les bandes d'ARNr, mais 

1 'ARN pol y A n'est pas aussi facile à obtenir que 1 'ARN total, cela demande plus de cellules, et ne 

peut pas supprimer les réactions croisées avec 1 'ARNm. Une solution est de pratiquer une détection 

sélective du produit recherché en utilisant des amorces internes à la séquence amplifiée comme sonde. 

Le résultat est montré dans la Figure 28. Seule la bande régulée par l' ARtt est révélée avec la sonde 

amorce interne versus toutes les bandes par la sonde d'ADNe TGt. Le même résultat est obtenu avec 

la lignée cellulaire U266 (résultats non montrés). Donc l' ARtt induit la TGt à la fois au niveau de 

l'activité enzymatique, de la protéine et des ARNm, suggérant une régulation pré-traductionnelle. 

Une adaptation de la méthode de RT-PCR nous à permis d'affiner nos résultats. Nous avons 

appelé cette méthode, qui est également utilisée par d'autres équipes, la RT-PCR «seuil». La 

technique de RT-PCR «seuil» consiste à réaliser tout d'abord une étape de transcription inverse des 

ARN totaux (RT), puis d'une étape de polymérisation en chaîne (PCR) avec un nombre de cycles 

variable sur les ADNe synthétisés. La PCR est réalisée avec des amorces spécifiques du gène d'intérêt. 

La sélectivité est renforcée par l'utilisation d'un oligonucléotide interne à la séquence amplifiée, lors 

de la révélation des produits de PCR. Les variations d'expression des ARNm s'apprécie par leur seuil 

d'apparition (nombre de cycles PCR). Plus un messager est exprimé, plus il sera détecté avec un 
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ID HUMTGASE ss-mRNA; HUM; 3257bp 
AC M55153 
OE Human transglutaminase (TGase) mANA, complete cds 

SCORES 100\ indentity in 301bp overlap 

1240 1250 1260 1270 
HTGase gaaggaacgt actgctgtgg cccagttcca gttcgtgcca 

JJ1J,J-l~~ 
10 

1280 1290 1300 1310 
HTGase tcaaggaggg cgacctgagc accaagtacg atgcgccctt 

UJ 1111111 1111111111 1111111111 1111111111 
~aggaggg cgacctgagc accaagtacg atgcgccctt 
20 30 40 50 

1320 1330 1340 1350 1360 
HTGase tgtctttgcg gaggtcaatg ccgacgtggt agactggatc 

1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 
tgtctttgcg gaggtcaatg ccgacgtggt agactggatc 
60 70 80 90 

1370 1380 1390 1400 
HTGase cagcaggacg atgggtctgt gcacaaatcc atcaaccgtt 

1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 
cagcaggacg atgggtctgt gcacaaatcc atcaaccgtt 

100 110 120 130 

1410 1420 1430 1440 
HTGase ccctgatcgt tgggctgaag atcagcacta agagcgtggg 

1111111111 11111111111111111111 11111111111 
ccctgatcgt tgggctgaag atcagcacta agagcgtggg 

140 150 160 170 

1450 1460 1470 1480 
HTGase ccgagacgag cgggaggata tcacccacac ctacaaatac 

1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 
ccgagacgag cgggaggata tcacccacac ctacaaatac 

180 190 200 210 

1490 1500 1510 1520 
HTGase ccagaggggt cctcagagga gagggaggcc ttcacaaggg 

1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 
ccagaggggt cctcagagga gagggaggcc ttcacaaggg 

220 230 240 250 

1530 1540 1550 1560 
HTGase cgaaccacct gaacaaactg gccgagaagg aggagacagg 

1111111111 1111111111 11 a.~'l+~l~l!i!l !~J~uulii'lwnlii!!ia cgaaccacct gaacaaactg gc§li!!!!:! ~ 
260 270 280 290 

1570 1580 1590 1600 
HTGase gatggccatg cggatccgtg tgggccagag catgaacatg 

Ill 
ii.i!t 

300 

ID HSRGM standard;DNA;HUM; 5025bp 
AC M11167 ; NID g337381 
DE Human 28S ribosomal RNA gene. 

SCORES 99.4\ in 159 overlap 

1890 1900 1910 1920 
28S rRNA ggttaaggcg cccgatgccg acgctcatca gaccccagaa 

ii.WtWWt~ w~~~l~H 
10 20 30 

1930 1940 1950 1960 
28S rRNA aaggtgttgg ttgatataga cagcaggacg gtggccatgg 

1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 
aaggtgttgg ttgatataga cagcaggacg gtggccatgg 

40 50 60 70 

1970 1980 1990 2000 
28S rRNA aagtcggaat ccgctaagga gtgtgtaaca actcacctgc 

1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 
aagtcggaat ccgctaagga gtgtgtaaca actcacctgc 

80 90 100 110 

201 0 2020 2030 2040 
28S rRNA cgaatcaact agccctgaaa atggatggcg ctggagcgtc 

1111111111 1111111111 1111111111 1111111111 
cgaatcaact agccctgaaa atggatggcg ctggagcgtc 

1~ 1~ 1~ 1~ 

2050 2060 2070 2080 
28S rRNA gggcccatac ccggccgtcg ccggcagtcg agagtggacg 

lill lill 1 1111111111 lill lllll,l Ill _!_ __ 
gggcccatgc ccggccgtcg ccggcagt~ 

160 170 180 190 

2090 2100 2110 2120 
28S rRNA ggagcggcgg gggcggcggc gcgcgcgcgc gtgtggtgtg 

J..J. 
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Figure27 : Séquençage des produits de PCR de la TGt 

Les produits de PCR de 301 pb, 250 pb et 150 pb ont été séquencés et montrent respectivement, en dehors des 
amorces, une identité de 100% pour la TGt, de 99,4% pour l'ARNr 28S et de 85,84% pour l'ARNm de la 
protéine ribosomale L31. 
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ou par la sonde oligonucléotidique interne à la séquence amplifiée de la TGt marquée au 32P (B). (produits de 
PCR : couloir 1 : 301 pb ; couloir 2 : 250 pb ; couloir 3 : 150 pb). 



nombre de cycles petit. La méthode est standardisée avec la 13 actine, gène domestique, qui se trouve 

être invariablement amplifiée pour les différents échantillons. 

L'évaluation de la variation des produits d'amplification se fonde sur le principe de la PCR 

qui multiplie d'un facteur 2 à chaque cycle de PCR le produit de départ (n cycles = 2n). Cependant, 

cette règle est à prendre avec précaution, car elle dépend du rendement de la réaction. Comme 1 'on 

compare toujours les produits d'amplification pour un même couple d'amorces, on peut faire 

abstraction de ce problème, puisque s'il existe un problème de rendement (<2), il sera le même pour 

chaque échantillon. De plus, on ne compare que des échantillons traités simultanément, évitant ainsi 

toute erreur d'interprétation due à des variations techniques. Ce qui n'empêche pas la reproductibilité 

inter-manipulation d'être excellente. La linéarité de la réaction a été testée par une dilution en cascade 

au demi d'échantillons d'ADNe et par l'addition d'un cycle d'amplification PCR pour chaque 

dilution. La réaction est linéaire, sauf aux très faibles concentrations d'ADNe où la bande détectée par 

PCR augmente. Les manipulations réalisées à partir d' 1 ~g d' ARN totaux se situent au dessus de cette 

zone où 1' on perd la linéarité. 

L'originalité de la technique se trouvant non dans l'utilisation de la RT-PCR qui poussée à 

l'extrême peut rendre positif tout échantillon, mais dans son utilisation seuil qui permet de constater 

des variations. Elle permet un dosage semi-quantitatif de 1 'expression de 1 'ARNm de TGt. Il est à 

noter que la coamplification des deux bandes parasites 201 et 159 pb qui se produit dans nos tubes 

n'empêche pas l'utilisation de la méthode. Comme ces deux bandes ne sont pas régulées par l'acide 

rétinoïque, leur interférence avec le dosage de la bande 301 pb est considérée comme équivalente dans 

les échantillons traités et non traités. Nous avons d'ailleurs vérifié la linéarité en ajoutant à un même 

extrait d'ADNe de cellules non traitées des quantités croissantes d'ADNe complémentaire de la TGt 

provenant de notre sonde plasmidique. 

III.Régulation de l'expression des ARNm de la TGt par les rétinoïdes 
Comme pour la détermination de l'implication des voies RARs et RXR.s dans le contrôle par 

les rétinoïdes de l'activité enzymatique, une série de rétinoïdes de synthèse sélectifs d'un type ou d'un 

sous-type de récepteur a été utilisée pour disséquer la(les) voie(s) de régulation de la transcription de 

la TGt (voir tableau II article Blood). 

Un traitement à 1 'ARtt 1 0·7 M induit 1' expression des ARNm de la TGt dans 1 'heure qui suit 

(Figure 29) et d'un facteur de l'ordre de 1000 au bout de 7 heures par rapport au contrôle (10 cycles 

PCR de différence 210 = 1024) (Figure 30 A). 

Le CD367 (RARs sélectif) (10·7 M) ou le CD2425 (RXR.s sélectif) (10·7 M) sont capables 

d'induire l'expression des ARNm d'un facteur 100. L'association des deux ligands donne une 

induction similaire à celle obtenue avec l'ARtt (Figure 30 A). L'association de ces ligands avec l'ARtt 

ne permet pas de retrouver les modulations observées au niveau de l'activité enzymatique. On ne 
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retrouve pas l'augmentation par le CD 2425 ou la diminution par la CD 367 de la réponse induite par 

l' ARtt (résultats non présentés). En fait les différences d'activité observées (inhibition de 30 à 40% en 

présence de CD 367; induction multipliée par un facteur 2 à 3 en présence de CD 2425) sont trop 

faibles pour être vues en RT-PCR (différence d'un seul cycle d'amplification). 

Dans le but de déterminer le rôle respectif des sous-types RARa, 13 et y, des ligands 

monospécifiques ont été utilisés. On retrouve comme pour la régulation de 1' activité une certaine 

redondance fonctionnelle de ces sous-types, avec une induction partielle ou similaire à celle obtenue 

avec 1 'ARtt, selon qu'ils sont utilisés seuls ou associés au ligand RXR.s (Figure 30 B). 

L'utilisation d'un rétinoïde à activité anti-AP1 sans activité de transactivation (CD2409) 

n'induit pas l'expression des ARNm de la TGt ni ne module celle obtenue par traitement avec l'ARtt 

(Figure 30 C). 

Avec la sensibilité de la RT-PCR on peut observer une augmentation de l'expression des 

ARNm en présence de ligand RARs ou RXR.s sélectifs alors qu'aucune activité enzymatique n'est 

détectée. L'existence de cette augmentation montre qu'une activation faible des voies RARs ou RXR.s 

est possible avec ces ligands. En revanche aucune activité enzymatique n'est détectée, ce qui est 

logique compte tenu du seuil de sensibilité de la méthode de dosage de la TGt : un taux d' ARNm 

correspondant à 1% du taux maximal obtenu avec l' ARtt devrait conduire logiquement à l'induction 

d'une activité TGt correspondant à 1% de l'activité maximale. Cette valeur est pratiquement égale au 

seuil de détection de la méthode. 

La voie RAR et la voie RXR. sont capables d'induire de façon modérée par rapport à l'ARtt 

1 'expression des ARNm de la TGt. Les deux voies sont synergiques puisque 1 'on obtient un résultat 

comparable à l'ARtt en les associant. Le contrôle observé ici est comparable à celui de l'élément de 

réponse versatile DR5/7 trouvé dans la région promotrice du gène murin de la TGt. En effet, les 

auteurs retrouvent une induction partielle avec un ligand RAR ou RXR utilisé seul et une induction 

similaire à celle obtenue avec l'ARtt quant on les associe (Nagyet al, 1996; Yan et al, 1996). Les 

voies RARs et RXR.s agissent de façon synergique dans divers modèles cellulaires (pour revue : 

Minucci et Ozato, 1996). Bien qu'un motif de type APl soit détecté dans la région promotrice du gène 

TGt humain (Lu et al, 1995), il ne semble pas impliqué dans le contrôle par les rétinoïdes comme le 

montre 1 'utilisation du CD2409. 

IV.Les homologues de la TGt 
Dans les cellules d' érythroleucémie humaine HEL, 1 'ARtt induit 1 'expression de trois 

transcrits de 4 kb, 2,4 kb et 1,9 kb (Fraij et al, 1996). Les transcrits de 1,9 et 2,4 kb correspondent aux 

homologues de la TGt : TGH et TGH2. On ne détecte pas en northem blot dans les cellules RPMI 
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8226 de tels transcrits (Figure 24). Cependant, les amorces utilisées pour l'étude de l'expression des 

ARNm de la TGt croissent avec la séquence de la TGH. Pour évaluer l'induction relative de chacun de 

ces transcrits par 1 'ARtt dans nos cellules, des amorces spécifiques ont été sélectionnés pour chaque 

ARNm (Figure 31 A et B). Les amorces spécifique de la TGt, qui ne croisent plus avec la TGH, donne 

un résultat similaire à celui obtenu avec le premier jeu d'amorces. Les amorces pour la TGH ou TGH2 

quant à elles permettent de détecter dans les cellules traitées par 1 'ARtt un produit de PCR qui se 

révèle après séquençage être la TGH ou la TGH2 (Figure 31 C). Cependant, l'expression de ces deux 

homologues de la TGt est très faible. 

L' ARtt régule donc 1 'expression des trois transcrits et les ARNm TGt sont largement 

majoritaires dans les cellules RPMI 8226. 

V.Effet de l'actinomycine D et de la cycloheximide sur l'expression de la TGt induite par 
l'ARtt 

Un traitement à la cycloheximide (10.10-6 M), un inhibiteur de la traduction, n'empêche pas 

l'induction des ARNm de la TGt par l'ARtt (10·7 M) (Figure 32 B). Cela suggère que le contrôle par 

1 'ARtt est direct et ne nécessite pas la synthèse de protéines intermédiaires. Ce traitement inhibe 

l'activité enzymatique de la TGt induite par l'ARtt, indiquant qu'il faut une néosynthèse de la TGt 

(Figure 32 A). 

Un traitement à l'actinomycine D (5. I0-6 M), un inhibiteur de la transcription, quant à lui 

inhibe l'induction par l' ARtt (10·7 M) des ARNm et l'activité enzymatique de la TGt (Figure 32 A et 

B). Ce résultat suggère un contrôle transcriptionnel de l'expression la TGt par les rétinoïdes. 

VI.Régulation de l'expression de la protéine TGt par les rétinoïdes 

Un anticorps monoclonal dirigé contre la TGt humaine (Birckbichleret al, 1985), a été utilisé 

pour étudier l'expression de la protéine en western blot, afm de déterminer sa régulation par les 

rétinoïdes. 

L'ARtt I0-7 M induit en 48 heures, l'expression d'une bande massive entre 97 et 66 kDa (figure 24). 

L'anticorps utilisé au laboratoire nous a été fourni au départ par le Dr. Birckbichler puis il a été 

commercialisé par la suite par NeoMarker. Ce nouvel anticorps permet la révélation dans les cellules 

traitées par l'ARtt, de deux bandes en western blot, la bande attendue pour la TGt à 82 kDa et une 

bande inférieure à 76 kDa (Figure 33). L'existence d'une telle bande n'est pas documentée sauf par 

Fesus et al (1989). Cette bande pourrait être due à une réaction croisée de l'anticorps avec une 

protéine autre que la TGt ou représenter une isoforme, un produit de dégradation ou de modification 

covalente de la protéine TGt. En absence de stimulation, les deux bandes sont absentes sauf la bande à 

7 6 kDa que 1 'on retrouve parfois dans le contrôle. La stimulation par 1 'ARtt augmente fortement et 

constamment la bande à 82 kDa alors que celle à 76 kDa présente une augmentation plus variable. Le 
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Figure 33 : Etude des effets des rétinoïdes sur l'induction de la protéine de la TGt par 
Western blot dans les cellules RPMI 8226 après 48 heures de traitement. 



CD367, le CD 2425 ou le CD 666 utilisés seuls n'induisent pas la bande à 82 kDa et donnent une 

induction modeste de la bande à 76 kDa. L'association des ligands RAR et RXR. (CD 367 +CD 2425 

ou CD 666 + CD 2425) produit une induction synergique de la bande à 82 kDa et une synergie plus 

inconstante pour la bande à 76 kDa. L'addition d'un antagoniste RARf3y (CD 2665) inhibe les effets 

du CD 666 et CD 2425 sur l'induction de la bande à 82 kDa et ne semble pas moduler la bande à 76 

kDa. Ces résultats, encore préliminaires, montrent une régulation claire et reproductible de la bande à 

82 kDa et des résultats plus variables en ce qui concerne la bande à 76 kDa. 

VII.PKC et phosphorylation dans la régulation de l'induction de l'expression de la TGt 
par l'ARtt 

Bien qu'il n'est jamais été fait mention d'une phosphorylation de la TGt, une telle 

modification ne peut être totalement exclue. Cette phosphorylation pourrait concerner l'activité 

enzymatique ou d'autres fonctions de la protéine (localisation intracellulaire, interaction avec les 

partenaires de la voie des protéines G, ... ).Une des explications des résultats précédents (héterogénéité 

des bandes révélées en western blot) pourrait être une modification post-traductionnelle par 

phosphorylation. Nous avons donc entrepris une étude préliminaire en utilisant deux types 

d'approches : 

-L'utilisation d'inhibiteurs des PKCs sur les cellules intactes. 

- Le traitement à la phosphatase alcaline des extrait cellulaire contenant la TGt. 

Les effets provoqués par les inhibiteurs des PK Cs ont été étudiés pour savoir si 1 'ARtt induit 

1 'expression de la TGt en impliquant des systèmes indépendants des récepteurs, par exemple ceux qui 

impliquent les PKCs. Trois inhibiteurs des PKCs ont été testés (GF109203X, Go6976 et Go7874,HC1) 

à I0-6M sur les cellules traitées ou non par l' ARtt. Les effets étudiée étaient le taux d' ARNm détecté 

par RT-PCR à 7 heures et l'activité enzymatique à 48 heures. Ces molécules utilisées seules sont sans 

effet sur l'activité enzymatique. Lorsqu'on les associe à l'ARtt, la réponse est différente. Ainsi, le 

Go7874,HC1 seul ou associé à l' ARtt n'a pas d'effet, le GF109203x augmente modérément la réponse 

à l'ARtt alors que Go6976 l'inhibe de moitié (Figure 34 A). Ce résultat est difficilement interprétable. 

Une hypothèse pourrait être que certaines PKCs interviendraient positivement (inhibition par G06976) 

et négativement (inhibition par GF109203X) dans la régulation de l'activité enzymatique et qu'elles 

seraient inhibées différemment par les inhibiteurs de PKCs. Il existe en effet, de nombreuses 

isoformes des PKCs. On retrouve au niveau de l'expression des ARNm, l'effet inhibiteur de Go6976, 

sur la réponse à l'ARtt (Figure 34 B). Bien que ces données permettent d'envisager que des 

phosphorylations induites par les PKCs interviennent dans la régulation de la TGt, elles ne permettent 

pas de déterminer la cible de ces PKCs. 
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Un traitement à la phosphatase alcaline inhibe l'activité enzymatique de la TGt mesurée dans 

l'échantillon traité par l'ARtt (Figure 35 A). La phosphatase alcaline inactivée par la chaleur n'a pas 

cet effet. Les échantillons ont été testés en Western blot (Figure 35 B). L'échantillon traité par l'ARtt 

montre une bande intense dans la région 76-82 kDa et d'autres bandes de poids moléculaires plus 

faible (55-66 kDa). Le traitement à la phosphatase alcaline entraîne une diminution drastique de toutes 

ces bandes à l'exclusion de la bande à 76 kDa (couloir 2 et 4). L'inactivation de la phopsphatase 

alcaline par la chaleur supprime 1 'essentiel de ces effets (couloir 5). Le traitement à la phosphatase 

alcaline seul entraîne la disparition de la faible bande à 76 kDa observée dans le témoin (couloir 3). 

Ces résultats suggèrent très fortement l'existence d'une phosphorylation de la TGt. Mais cependant, 

les expériences de Western blot demandent a être complétées et confirmées (contrôle de l'absence de 

dégradation des protéines dans 1 'échantillon traité par la phosphatase alcaline, démonstration de la 

phosphorylation des différentes bandes). 

La modification post-traductionnelle par phosphorylation est décrite dans le cas de la TGk, 

mais sur un site qui lui est spécifique dans sa région N terminale (Rice et al, 1996). Cette 

phosphorylation ne modifie pas l'activité enzymatique mais la localisation intracellulaire de l'enzyme 

et notamment son ancrage membranaire. La TGt n'est pas considérée comme phosphorylée par le 

groupe de Davies (Gentile et al, 1991). Ces auteurs ont montré qu'après traduction in vitro, la TGt 

humaine des cellules humaines endothéliales présente la masse moléculaire attendue et surtout un 

caractère fonctionnel car elle catalyse la conjugaison covalente (dépendante du Ca2+) de la putrescine à 

la diméthylcaséine, suggérant qu'une modification post-traductionnelle n'est pas un pré-requis pour 

l'activité enzymatique. Cependant, ces expériences sont réalisées sur des extraits cellulaires qui 

pourraient fort bien contenir des kinases. Cette présomption demandera donc à être validée ou 

invalidée par une approche moléculaire, en essayant d'identifier des sites de phosphorylations dans la 

TGt. 

D.Conclusion 

Dans cette étude, nous avons démontré que, dans les cellules de la lignée RPMI 8226, l'ARtt 

induit l'expression de la TGt à la fois au niveau de l' ARNm, de la protéine et de l'activité enzymatique. 

Il n'existe pas d'expression de base de la TGt, situation également retrouvée dans d'autres modèles 

cellulaires, incluant les cellules leucémique humaine HL60 (Davieset al, 1985). La lignée RPMI 8226 

exprime les 6 ARNm des récepteurs de l'AR, suggérant que toutes les 6 protéines RARs et RXR.s sont 

également exprimées dans ces cellules, ce qui en fait un modèle idéal pour étudier leur rôle respectif 

dans l'induction de l'expression de la TGt par les rétinoïdes. 

L'utilisation des rétinoïdes de synthèse a permis de démontrer l'implication des voies RARs 

et/ou RXRs dans ce contrôle et d'ouvrir des pistes de travail pour leur(s) niveau(x) de régulation(s). 

Les deux voies RAR et RXR sont requises pour l'activation de l'activité enzymatique de la TGt. Il en 
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va de même pour l'expression de la protéine de 82 kDa ou l'expression maximale des ARNm de la 

TGt., la voie RAR ou la voie RXR sont capables d'induire partiellement, par rapport à l'induction par 

l'ARtt ou l'association des deux voies, l'expression des ARNm de la TGt. TI a été décrit dans la région 

promotrice du gène murin de la TGt, un élément de réponse aux rétinoïdes versatile de type DRS/7. 

Cet élément est capable de répondre aux deux voies des rétinoïdes, et donne une réponse comparable à 

celle obtenue avec l'ARtt quand on associe les voies RARs et RXR.s (Nagy et al, 1996). Aucun 

élément de réponse aux rétinoïdes n'est détecté dans la séquence de 1, 7 kb, en amont du site 

d'initiation de la transcription du gène de la TGt humaine. Cependant, l'absence de réponse aux 

rétinoïdes de ce fragment laisse supposer qu'il existe un élément de réponse en dehors de cette 

séquence (Lu et al, 1995). Les résultats obtenus sur l'expression des ARNm de la TGt dans les cellules 

humaines RPMI 8226, suggèrent qu'un élément de réponse comparable à celui trouvé chez la souris 

pourrait exister chez l'homme. 

L'ARtt induit l'apoptose des cellules RPMI 8226 après 6 jours de traitement. Cette mort 

cellulaire présente les caractéristiques morphologiques classiques de l'apoptose : les caractéristiques 

nucléaires avec la condensation et la fragmentation de la chromatine ainsi que les caractéristiques 

cytoplasmiques avec un bourgeonnement de la membrane cytoplasmique et la formation de corps 

apoptotiques. Cette induction de l'apoptose est associée à une expression de la protéine TGt détectée 

par immunofluorescence indirecte. L'utilisation des rétinoïdes RARs ou RXR.s sélectifs démontre 

comme pour la régulation de la TGt 1 'implication des deux voies des rétinoïdes dans 1 'induction de 

l'apoptose des cellules RPMI 8226. 

L'observation que l'expression de la TGt et l'induction de l'apoptose sont régulées 

par des voies très similaires dans nos cellules est en accord avec les études qui montrent que la TGt 

jouerait un rôle dans l'apoptose. 
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PARTIE II : Le rétinoïde CD437 induit une mort cellulaire rapide, 
indépendante de la voie RARy et sans expression de la transglutaminase de 
tissu 

A.Questions posées 

Le rétinoïde de synthèse CD437 6-[3-(1-adamantyl)-4-hydroxyphenyl]-2-naphatalene 

carboxylic acid (AHPN) sélectif du RARy (Bernard et al, 1992) (Tableau XVII). 

Notre étude approfondie des effets du CD437 a été suscité par une observation faite durant la 

première partie de notre travail. En effet, nous avons été surpris par la difficulté à obtenir dans les 

échantillons traités par le CD437 des extraits cellulaires suffisants pour doser l'activité enzymatique de 

la TGt, Ceci nous a amené à regarder si ce rétinoïde n'avait pas des effets sur la prolifération ou la 

mort des cellules RPMI 8226. A notre grande surprise nous avons constaté qu'il induisait une 

apoptose rapide et massive. Nous avons donc entrepris, en collaboration avec Olga Lefebvre, de 

comparer très soigneusement les effets de ce rétinoïde de synthèse à ceux du rétinoïde naturel : l'ARtt. 

B.Approches utilisées 
L'approche est la même que celle utilisée précédemment, c'est à dire le recours à des 

rétinoïdes de synthèse sélectifs agonistes ou antagonistes d'un type ou d'un sous-type de récepteur de 

l'AR. Elle a été utilisée sous deux angles : un descriptif et un mécanistique. 

C.Résultats 

1. Inhibition de la prolifération et induction de l'apoptose par l'ARtt ou le CD437 dans 
les cellules RPMI8226 

Utilisé à 10-6 M, l'ARtt provoque une réduction de la population cellulaire. Cette diminution 

est visible à partir de trois jours de traitement (Figure 36 A). 

Le CD437, tout comme l'ARtt, est capable de diminuer la population cellulaire, mais semble nettement 

plus efficace que le rétinoïde naturel. En effet, cette diminution est visible dès 6ième heures de 

traitement, et on observe une mort de 1 'ensemble de la population cellulaire au bout de 24 heures 

(Figure 36 B). 

L'addition de ligand sélectif du RXR (CD 2425) et/ou d'un antagoniste RARI3Y (CD2665) ne modifie 

en rien cette réponse. Contrairement au CD437, le CD666 un autre ligand RARy sélectif (Tableau 

XVII) est incapable d'inhiber la croissance de la population cellulaire pendant les 4gères heures 

(Figure 36 C). 

L'ARtt à 10-6 M est capable d'induire l'apoptose des cellules RPMI8226 de façon modérée (voir article 

Blood) en 6 jours de traitement seulement (Tableau XVIII). 
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Incubation A po ptose 
6 heures 12 heures 24 heures 

Contrôle 0 0 0 

AR 10·7M 0 0 0 

CD43710-~ ++ +++ ++ 

0, pas de cellules avec une morphologie altérée. 
+!-, cellules isolées. 
+, quelques cellules. 
++,nombre de cellules modéré. 
+++,cellules nombreuses. 
ND, non déterminé. 

Nécrose 
6jours 6 heures 12 heures 24 heures 6 jours 

0 0 0 0 0 

++ 0 0 0 + 
ND +/- +++ +++ ND 

Tableau XVIll: Semi-quantification de l'apoptose versus la nécrose dans les cellules RPMI 8226. 
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Fixation Kd Transactivation Propriété 

RA Ra RAR~ RARy 
EC50 
RXRa 

~~COOH 16 7 3 >1000 agoni ste 

Acide rétinoïque 

COOH 
" / 1 "-.; "-.; 

"' i 1 / / 6500 2480 77 >1000 agoniste /1 
H 

::--.._ 

CD437 

~~" 2240 2300 66 >1000 agoniste 

CD666 

~COOH Qi~ 
>1000 1467 712 54 agoni ste 

CD2425 

~COOH 

,:7 '-':::: 
1// >1000 306 110 >1000 antagoniste 

CH,O~ """ 
1 

// 

CD2665 

Tableau XVll : Rétinoïdes de synthèse utilisés dans cette étude. 



Utilisé à une concentration de 10·9 M, le CD437 provoque la mort des cellules RPMI 8226 de façon 

massive. Un taux d'apoptose comparable à celui obtenu en présence de l'ARtt à 6 jours de traitement, 

est ici observé dès 7 heures d'induction en présence de CD437. Cette induction de l'apoptose est suivie 

d'une nécrose secondaire abondante que l'on ne retrouve pas avec le traitement à l'ARtt (Tableau 

XVIII). 

II.Caractérisation de l'apoptose induite par l'ARtt ou le CD437 
L'apoptose induite par l'ARtt ou le CD437 a été caractérisée par coloration au MGG, colorant 

classique des cellules hématopoïétiques et par le Hoescht 33258, un intercalant de l'ADN. La 

fragmentation de l'ADN a aussi été étudiée par la technique TUNEL qui permet la visualiser les 

cassures de l'ADN (Figures 37 et 38). 

Les deux rétinoïdes induisent les caractéristiques morphologiques nucléaires de l'apoptose 

avec la condensation de la chromatine (MGG, Hoescht) et sa fragmentation (TUNEL). Cependant, les 

caractéristiques morphologiques cytoplasmiques de l'apoptose semblent réduites sous l'action du 

CD437. Contrairement à l'ARtt, la condensation et la fragmentation (absence de bourgeonnement des 

membranes), ainsi que la formation de corps apoptotiques sont réduits dans le morphotype 

apoptotique induit par CD437. 

Le CD437 induit donc l'inhibition de la prolifération et la mort cellulaire massive des cellules 

RPMI 8226. Cette mort ne présente pas toutes les caractéristiques de l'apoptose, puisque certains 

phénomènes cytoplasmiques sont largement absents. L'importance du nombre de cellules mourantes et 

l'absence de phénomène cytoplasmique pourraient expliquer la nécrose secondaire par un manque de 

fragmentation des cellules en corps apoptotiques et de cellules capables de les phagocyter. 

Si l'on considère le CD437 comme un ligand sélectif RARy dans cette réponse, ces résultats 

sont en contradiction avec ceux obtenus dans la première partie de l'étude. En effet, un rétinoïde 

sélectif de la classe RAR (CD367) donc, par conséquence de RARy, est incapable d'inhiber la 

prolifération ou d'induire l'apoptose des cellules RPMI 8226. Seul son association avec le CD2425 

(RXRs sélectif) permet d'obtenir ces réponses. De plus, même dans ce cas, la réponse n'est pas aussi 

massive que celle obtenue avec le CD437, elle se compare à celle obtenue par l'ARtt (voir article 

Blood). Il faut donc déterminer si cette réponse passe ou non par RARy. 
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Figure 37 : Caractérisation de I'apoptose induite par l' ARtt IO·'M dans les cellules RP:\11 
8226 après 6 jours de traitement. 

AD Coloration au MGG . 
B E Détecnon des cassures de 1 ' ADN par la technique TUNEL. 
C F Détection de la TG! par immunofluorescence indirecte. 

A B C Contrôle 
DE F ARtt JO·'M 



Figure38 : Caractérisation de l'apoptose induite par le CD 437 IO-'M dans les cellules 
RPMI 8226 après 7 heures de traitement. 

A 0 Coloranon au MGG . 
B E Détection des cassures de 1 'ADN par la technique TIJNEL. 
C F Détecnon de la TGt par immunofluorescence indirecte. 

A B C Contrôle 
0 E F CD 437 10-'M 



III. Voie du CD437 dépendante ou indépendante du RARy dans l'induction de la mort 
cellulaire 

Comme pour la prolifération, l'induction de l'apoptose par le CD437 dans la lignée RPMI 

8226 n'est pas modulée par l'addition de ligands sélectifs du RXR ou antagoniste RARJ3y (Figure 

39A). Le CD666 se montre incapable de reproduire les effets du CD437 (Figure 39 A couloirs 7 à 10). 

Des résultats similaires sont obtenus sur deux autres lignées myélomateuses humaines (Figure 39 B et 

C): les U266 qui expriment les 6 récepteurs de l'AR ainsi que la lignée L363 incapable de répondre à 

1 'ARtt et ne possédant pas de récepteur RARy (Figure 40). 

Tous ces résultats montrent à l'évidence que l'action du CD437 passe par une voie 

indépendante du RARy. 

IV.Mécanisme d'action du CD437 
Dans le but d'essayer de démontrer le mécanisme par lequel le CD43 7 induit la mort des 

cellules, différentes voies ont commencé à être étudiées. 

La cycloheximide, inhibiteur de la traduction, n'empêche pas les effets du CD437 sur la 

prolifération ou la mort des cellules (Figure 41 ). De même, l'actinomycine, inhibiteur de la 

transcription, se montre incapable de moduler les effets du CD43 7. Dans les conditions utilisées, la 

cycloheximide n'est pas toxique et l'actinomycine D l'est faiblement (légère augmentation de la 

nécrose) (Tableau XIX). 

Ces données suggèrent que le contrôle par le CD43 7 n'est ni transcriptionnel, ni traductionnel. 

Il agirait sur un système déjà présent dans les cellules RPMI 8226. Ces cellules constituent un modèle 

intéressant pour identifier ce système, en effet, sa réponse rapide suggère qu'il est exprimé fortement 

dans nos cellules. 

L'expression des gènes de la famille bcl2 (bcl2, bclxl et bax) a été étudiée. Le CD437 ne 

module pas de façon significative l'expression de leurs messagers (résultats non montrés). Le CD437 

semble donc agir indépendamment de la voie de contrôle par les gènes pro-apoptotiques ou anti­

apoptotiques de la famille bcl2. 

Un influx Ca2+ est souvent décrit dans les cellules induites vers l'apoptose. On ne retrouve pas 

d'influx Ca2
+ suite au traitement des cellules par le CD437 (étude réalisée par Jean François Gossens). 

Enfin, le CD437 donne une dégradation rapide et importante de la lamine B, une cible des 

caspases (Figure 42). La cascade des caspases semble donc active dans cette mort induite par CD437. 

Elle demandera à être poursuivie au moyen d'autres cibles des caspases comme la P ARP ou par 

l'utilisation d'inhibiteurs des caspases. 
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Figure40 

RAR 
a ~ 1 

RXR 
a ~ Y actine 

: Equipement en RARs et RXRs dans la lignée L363. 

Les ARN totaux (lf!g) sont soumis à une réaction de RT-PCR (35 cycles). Les produits d'amplification sont 
fractionnés sur gel d'agarose à 2%, transférés sur membrane Hybond N+, hybridés avec des sondes 
oligonucléotidiques marquées au 32P pour les RARa, ~.y R.XRa, ~,y et l'actine. 



c:::=J 1 Contrôle 

-2CD437IO-~ 

1 '' > 1 3 Actinomycine D I0-5M 

- 4 CD437 I0·9M+Actinomycine D 10"5M 

t:::::J 5 Cycloheximide 5.10-6M 

tliiiJ 6 CD437 I0·9M+Cycloheximide5.I0-6M 

Figure41 : Effets de l'actinomycine D et de la cycloheximide sur l'induction de l'apoptose 
dans les cellules RPMI 8226 après 7 heures de traitement par le CD43710-~. 



Incubation Apoptose 

Contrôle 
CD43710-9M 

Actinomycine D 5.1 Q-6M 
CD43710-9M + Actinomycine D 5.1 0~ 

Cycloheximide 1 Q-SM 
CD43710-~ +Cycloheximide 1 Q-SM 

0, pas de cellules avec une morphologie altérée. 
+/-,cellules isolées. 
+,quelques cellules. 
++, nombre de cellules modéré. 
+++,cellules nombreuses. 
ND, non déterminé. 

6 heures 
0 

++ 
+ 1-
++ 
+!-
++ 

Nécrose 
6 heures 

0 

+!-
+ 

++ 
0 

+/-

Tableau XIX : Effets de l'actinomycine D et de la cycloheximide sur l'induction par le CD 437 

10-~ de l'apoptose versus la nécrose dans les cellules RPMI 8226 après 7 heures de traitement 



1 2 
kDa 

~~ =--<l--67 
'{!#frf'' 

44 .<l--40 

CD437 10-'M + 

Figure42 :Effet du CD43710-9M sur la dégradation de la lamine B détectée par Western 
blot dans les cellules RPMI 8226 après 7 heures de traitement. 



Ces résultats préliminaires nous permettent de mettre en place les bases du mécanisme 

d'action du CD437. L'utilisation de rétinoïdes radiomarqués permettrait de déterminer la cible exacte 

duCD437. 

V.Expression de la TGt 
L'observation suivante, à savoir le manque d'événements cytoplasmiques dans la mort 

cellulaire induite par le CD43 7, nous a conduit à nous focaliser sur l'expression de la TGt et son rôle. 

Le CD437 se montre incapable d'induire l'expression de la TGt dans les cellules RPMI8226 (voir 

Blood +Figure 43). Il se comporte dans le cas de la régulation de la TGt comme un ligand RARy: 

seul, il induit modérément l'expression de l' ARNm; associé au ligand RXR, il permet l'induction de 

l'activité enzymatique. Le CD666, autre rétinoïde RARy sélectif se comporte comme le CD437 

(Figure 43). De plus, l'antagoniste RARj3y (CD2665), réverse partiellement l'induction obtenue par 

l'association CD437 ou CD666 plus CD2425. Cette réversion partielle serait du à une activité agoniste 

RARa. du CD2665 (communication personnel d'Uwe Reichert). Nous avons en effet, démontré que 

les RARa., 13 et y sont redondants fonctionnellement dans l'induction de la TGt (voir précédemment). 

La voie RARy indépendante du CD437 qui induit la mort cellulaire, ne peut donc pas induire 

l'expression de la TGt qui elle, nécessite les deux voies RAR(a., 13, ou y) et RXRs des rétinoïdes. 

VI.Effet d'un pré-traitement à l'ARtt sur la réponse du CD437 
L'ARtt est capable d'induire en 48 heures l'expression de la TGt. Une pré-induction avec 

l'ARtt 10·7 M pendant 48 heures a été réalisé avant d'induire les cellules par le CD437 10·9 M. 

Cette pré-induction par l'ARtt n'est pas capable de restaurer un morphotype apoptotique complet avec 

les caractéristiques cytoplasmiques. Cependant, cette pré-induction par l'ARtt est capable d'inhiber de 

75% l'apoptose induite au bout de 7 heures par le CD437 (Figure 44). 

L'ARtt induirait soit un ou des facteur(s) contrecarrant la voie de mort RARy indépendante du CD437 

ou un état de la cellule réfractaire à l'action du CD437 (blocage dans une phase particulière du cycle 

cellulaire, différenciation, ... ). 

D.Discussion générale 

Dans cette étude, nous avons montré que le rétinoïde de synthèse CD43 7 est capable d'inhiber 

la prolifération cellulaire et d'induire la mort des cellules de myélome RPMI 8226. Un effet 

comparable du CD437 est aussi observé dans d'autres modèles de lignées tumorales comme les 

cellules de mélanome, de leucémie, de cancer du sein, de 1' ovaire et du col utérin ou de cellules 

comme les thymocytes (Schadendorf et al, 1994, 1996; Shao et al, 1995; Li et al, 1996; Chao et al, 
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Figure43 : Effets des rétinoïdes RARy sélectifs, seuls ou associés avec un RXR sélectif et/ou 
un antagoniste RARf3y sur le taux d' ARNm détecté par RT-PCR (A) et l'activité enzymatique 
(B) de la TGt dans les cellules RPMI 8226. 



c:::J 1 48+ 7hrs:Contrôle 
rliiii 2 48hrs:Contrôle+7hrs:CD437 I0-9M 

- 3 48+7hrs:AR I0-7M 
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Figure 44 : Effet d'une pré-induction des cellules RPMI 8226 par l' ARtt 10-'IM pendant 48 
heures avant leur traitement par le CD 437 10-'M pendant 7 heures. Les résultats sont exprimés 
en % de cellules apoptotiques. 



1997; Oridate et al, 1997; Hsu et al, 1997; Szondy et al, 1997). Cependant, les cellules de myélome 

semblent plus sensibles à l'effet du CD437, comme le montre la rapidité de la réponse (quelques 

heures par rapport à quelques jours), ou les concentrations en rétinoïdes utilisées (de l'ordre du nM à 

la place du ~). L'apoptose induite a été caractérisée par des études morphologiques, la dégradation 

de l'ADN observée par la technique TUNEL, et par la coupure de la lamine B qui est une cible des 

caspases induites durant le processus apoptotique. D'autres cibles des caspases comme la P APR ou la 

CPP32 (procaspase) ont été décrites comme coupées dans les cellules de leucémiques, après 

traitement par le CD437 (Hsu et al, 1997). Le morphotype apoptotique décrit dans les cellules 

RPMI8226 traitées par le CD437 est incomplet puisque les caractéristiques morphologiques 

cytoplasmiques sont réduites. 

L'ARtt est un agent thérapeutique efficace dans le traitement de la leucémie promyélocytaire 

aiguë (APL). Malheureusement, d'autres types de leucémies myéloïdes aiguës (AML) sont résistants 

aux effets anti-prolifératifs et différenciateur de l'ARtt (Chomienneet al, 1997). Le CD437 se montre 

capable d'induire l'inhibition de prolifération et l'apoptose des cellules L363 ainsi que d'autres 

modèles cellulaires qui sont résistantes aux effets de l'ARtt (Schadendorf et al, 1994, 1996; Shao et 

al, 1995; Hsu et al, 1997; Oridate et al, 1997). De plus, le CD437 peut inhiber in vivo, le 

développement des xenogreffes de cellules de mélanome (Schadendorf et al, 1996). Le CD437 serait 

donc le chef de file d'une nouvelle classe de rétinoïdes qui peuvent ouvrir de nouvelles voies de 

traitement du cancer dont le myélome multiple. D'une manière intéressante d'autres molécules 

apparentées au CD 43 7 inhibent la prolifération et induisent 1 'apoptose de cellules cancéreuses 

pulmonaires résistantes à l'ARtt (Lu et al, 1997). 

L'induction de cette apoptose passe par RARy dans les thymocytes (Szondyet al, 1997), mais 

passerait pas par le RARy dans les lignées cancéreuses 

Le mécanisme par lequel le CD437 induit la mort des cellules RPMI8226 n'est pas clair. 

Cependant, il est clair que la signalisation par les récepteurs nucléaires des rétinoïdes n'est pas 

impliquée. En effet, l'utilisation d'antagoniste RARIJy se montre incapable d'inhiber l'effet du CD43 7 

décrit comme étant un rétinoïde RARy sélectif. De plus, un autre ligand RARy est inefficace. 

L'utilisation des mêmes ligands donne un résultat similaire sur les cellules C33A de carcinome 

cervicale (Oridate et al, 1997). La lignée cellulaire L363, qui est capable de répondre au CD437, ne 

possède pas de messager du RARy. Donc, les effets du CD437 passent par une voie indépendante du 

RARy. Cette voie indépendante des récepteurs des rétinoïdes, est aussi démontrée dans la lignée 

cellulaire HL60R qui ne possède pas de RARs fonctionnels (Shao et al, 1995; Hsu et al, 1997). De 

plus, Chao et al (1997) montrent que l'inhibition de prolifération du CD437 n'est corrélée ni avec 

l'activité de liaison, ni l'activité de transactivation du RARy dans les cellules de tumeur ovarienne. 
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On ne connaît pas le(s) relais par le(s)quel(s) passe(nt) l'effet du CD437 dans ces lignées 

tumorales. Plusieurs relais ont été proposés, mais ils different selon les modèles. Chaque modèle aurait 

son propre mécanisme de réponse, ou plus probablement le relais commun n'est pas encore identifié. 

Le CD437 ne module pas l'expression des messagers de bcl2, bax et bclxl dans les cellules 

RPMI 8226. L'induction de l'apoptose par CD437 ne passerait donc pas par une régulation des gènes 

de la famille bcl2. Cette indépendance vis-à-vis de bax ou de bcl2 est également suggérée par d'autres 

auteurs (Shao et al, 1995; Schadendorf et al, 1996; Oridate et al, 1997). L'équipe de Fontana (Shaoet 

al, 1995; Hsu et al, 1997) propose l'implication, indépendante de p53, de p21wAFI/CIPt dans le contrôle 

de la prolifération et l'apoptose induite par CD43 7. Cependant, des fibroblastes dépourvus de p21 se 

montrent capables de subir l'apoptose suite à un traitement par le CD437 (Hsu et al, 1997). 

Cette régulation n'agirait pas via une répression de la voie APl, car le CD437 ne possède pas 

d'activité anti-APl (Shao et al, 1995). Cependant, Schadendorf et al (1996), proposent que le CD437 

induise l'apoptose des cellules de mélanome via l'activation de APl in vitro. Dans ce modèle le 

CD437, active et régule positivement APl, avec une augmentation de l'expression de c-fos et dec-jun. 

Cependant, cela ne semble pas être le cas dans notre modèle puisque ni l'actinomycine D, ni la 

cycloheximide ne sont capables d'empêcher l'effet du CD437. Il existe donc très probablement un 

système déjà présent dans nos cellules, qui est activé par le CD437 et qui demandera à être identifié. 

L'apoptose induite par le CD437 dans les cellules RPMI 8226, montre un morphotype 

apoptotique incomplet, et est suivie d'une nécrose secondaire. Aucun des rétinoïdes RARy sélectifs 

utilisés seul n'est capable d'induire l'expression de la TGt, un enzyme décrit comme impliqué dans le 

programme apoptotique, alors que son induction est obtenu avec l'ARtt. La combinaison du CD437 ou 

du CD666 avec le CD2425, un ligand RXR sélectif, donne une induction de la TGt. Cette induction 

est partiellement empêchée par le CD2665, un antagoniste RARI3y. Le CD437 présente donc des 

réponses dépendantes et indépendantes des RAR et l'induction de l'apoptose peut être dissociée de 

celle de la TGt. L'absence de TGt dans ce morphotype apoptotique, sans les caractéristiques 

cytoplasmiques, suggère que la TGt est nécessaire pour le déroulement complet de l'apoptose. Une 

pré-induction par l'ARtt des cellules RPMI 8226 induit l'expression de la TGt. Cette pré-induction 

inhibe fortement le nombre de cellules mourantes et réduit le phénomène de nécrose secondaire après 

traitement par le CD437. L'équipe de Fesus (1996), montre que la transfection de l'ADNe de la TGt 

dans les cellules montrant une réponse nécrotique en réponse au TNF, les «bascule» vers un 

morpho type apoptotique. Ces résultats suggèrent que la mort cellulaire induite par le CD43 7 serait une 

apoptose qui ne finirait son programme en raison de l'absence de l'expression de la TGt. Cette absence 

expliquerait, au moins en partie, la nécrose secondaire observée. 
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Conclusions et perspectives 
L'étude des mécanismes de régulation par les rétinoïdes, dispose d'outils très utiles, les 

rétinoïdes de synthèse, et d'un modèle complet, les cellules humaines de myélome multiple. Notre 

étude a permis de déterminer l'implication des voies RARs et RXRs des rétinoïdes dans le contrôle de 

l'expression de la TGt. Elle a aussi démontré la corrélation entre son expression et l'induction d'un 

morphotype apoptotique complet. Enfin, les résultats concernant le CD437, ouvrent une voie dans 

1 'induction de la mort des cellules de myélome. Cette étude ne peut servir de conclusion, mais plutôt 

d'une base pour l'élaboration de nouvelles études. 

Ainsi il serait intéressant dans le cadre de 1 'étude du niveau de régulation de la TGt par les 

rétinoïdes, de clarifier la possibilité de modifications post-traductionnelles de la protéine. L'équipe 

pourrait séparer (par HPLC) les deux protéines trouvées en western blot, après immunorévélation par 

1 'anticorps an ti-TGt, et les caractériser ou étudier leur activité enzymatique respective. La 

phosphorylation pourrait aussi être étudier par 1 'utilisation de phosphore radiomarqué. 

Le CD437 demanderait quant à lui de poursuivre l'étude de son mécanisme d'action par 

l'étude plus approfondie de la cascade des caspases (inhibiteur des caspases, étude de PARP), des 

variation de pH, ou du rôle possible de la mitochondrie. La disposition du rétinoïde tritié serait d'un 

grand recours dans la détermination de la cible du CD43 7, dans les cellules RPMI 8226 qui semblent 

posséder un système très actif vu la rapidité de la réponse et la faible quantité de rétinoïdes necéssaire. 

La recherche rend humble, puisque plus on découvre et plus on se rend compte qu'il y a à 

découvrir. De plus, les «outils» du chercheur le domine parfois, je remercie donc les cellules pour leur 

collaboration ! 

Collaborations 

La technique de RT-PCR seuil mise au point au sein du laboratoire, a été mise à profit pour 

l'étude d'autres messagers. Elle a permis d'étudier l'expression des ARNm, des isoformes de HNF4 et 

des variants HNF-1a 1 HNF-113 (Suaud et al, 1997). Cette technique a aussi été utilisée pour l'étude 

des ARNm bcl2, bax et bclxl dans les cellules CEM infectées par le virus HIV1 (Ben Jilami et al, 

1997, en préparation). 
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Principaux tampons 

PBS lOx: (4°C) 

-80 gNaCI. 

-2 g KCl. 

-2 gKH2P04. 

- 11,5 g N~HP04. 

ou 14 g N~HP04 2 H20. 
' 

ou 29 g N~HP04, 12 H20. 

qsp 11H20. 

Ajuster le pH à 7,4, filtrer et autoclaver. 

TAE lOx: 

- 48,4 g Tris (hydroxymethyl) amino-méthane. 

- Il ,42 ml Acide Acétique glaciale. 

-20 ml EDTA disodique 0,5 M, pH 8. 

qsp Il H20. 

Ajuster le pH à 8,3-8,4. 

TBS lOx : (4°C) 

-24,2 g Tris (hydroxymethyl) amino-méthane. 

- 87,6 g NaCl. 

qsp IIH20. 

Ajuster le pH à 7,5, filtrer et autoclaver. 

SSPE 20x: 

-210 gNaCl. 

Dissoudre dans 900 ml H20. Puis ajouter: 

-31,2 gNaH2P04, 2 H20. 

Puis en même temps : 

-6,8 à 7 gNaOH. 

-7,4gEDTA. 

Ajuster le pH à 7,2 avec la soude 10 N et 

autoclaver. 

Denhardt 50x : 

- 2 g PolyVinylPyrrolidone 40 (MERCK). 

- 2 g Ficool 400 (MERCK). 

qsp 100 ml H20. 

Autoclaver pendant 10 min. à l20°C. 

Refroidir et ajouter : 

-2 g Sérum Albumine Bovine (Boeringher). 

qsp 200 ml H20. 
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A- Biologie Cellulaire. 

A-1 Culture cellulaire. 

1- Les lignées cellulaires. 

RPMI 8226: 

Les cellules de la lignée myélomateuse humaine RPMI 8226 (catalogue A.T.C.C (American 

Type Culture Collection) CCL-155 (soumise en février 1971), E.C.A.C.C 87012702) sont des cellules 

dérivées du sang périphérique d'un homme âgé de 61 ans (Moore et al, 1967). Elles produisent et 

sécrètent la chaîne légère Â. d'une immunoglobuline G. 

La lignée cellulaire RPMI 8226 est l'une des lignées cellulaires hématopoïétiques établie par G. 

Moore (1967). La culture a été initiée dans du milieu RPMI 1640 contenant 10% de Sérum de Veau 

Foetal (SVF) en juin 1966, et établie 66 jours plus tard. Les cellules cultivées ressemblent aux cellules 

lymphoblastoïdes des autres lignées cellulaires de lymphocytes humains développées à partir du sang 

périphérique, mais elles ne contiennent pas de cellules matures typiques du plasma, seules des cellules 

immatures avec un cytoplasme marqué sont présentes. 

Une étude des immunoglobulines révèle que ces cellules produisent et sécrètent les châmes légères de 

type Â. d'immunoglobuline. Aucune preuve n'est obtenue quant à la détection dans les cellules ou leur 

milieu de la production de chaîne lourde. Les cellules sécrètent approximativement 15mcg de chaînes 

Â. par 24 heures pour 106 cellules (soit 45.107 molécules/ cellule/ par jour). 
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U266: 

Les cellules de la lignée myélomateuse humaine U266BL ou U266BI (catalogue A.T.C.C 

Tffi-196, E.C.A.C.C 85051003) sont des cellules dérivées du sang périphérique, établies à partir d'un 

patient atteint d'un myélome IgE, avec sécrétion d'immunoglobuline E (e2, U) (Nilsson et al. 1970). 

L363: 

Les cellules de la lignée myélomateuse humaine 1363 (catalogue DSM (Deutsche Sammlung 

von Mikroorganisme und Zellkulturen) ACC49) sont des cellules dérivées du sang périphérique, 

établies à partir d'une patiente âgée de 36 ans. (Diehl et al, 1978). 

2-La culture cellulaire de routine. 

Les cellules RPMI 8226, U266, L363 sont cultivées en suspension dans un milieu RPMI 1640 

contenant de la L-glutamine {Glutamax 1-GffiCO), auquel on ajoute 10% de SVF {GffiCO BRL) inactivé 

par la chaleur (30 min. à 56°C), de la pénicilline 100 VI/ml {TECHGEN), de la streptomycine 100 

J.Lg/ml {TECHGEN) en atmosphère humide contenant 5% (v/v) de C02 à 37°C. Les cellules sont 

maintenues à une concentration inférieure à 1.106 cellules/ml pour éviter la confluence qui inhibe la 

prolifération. Pour cela, on effectue une numération sur cellule deMalassez avec le test d'exclusion au 

bleu trypan (0,3% en solution saline NaCl 0,9% p/v). Cette méthode permet de distinguer les cellules 

vivantes qui excluent le bleu trypan des cellules mortes dont la membrane altérée laisse passer le 

colorant. On renouvelle le milieu tous les deux jours en remettant la concentration à 0,3.106 

cellules/ml. 

Remarque: au sujet d'éventuelles contaminations. 

En cas de contaminations bactériennes, les cultures sont traitées par la ciprofloxacine Ciflox® 

{200mg/100ml BAYER) à 5 à 7 J.Lg/ml de milieu de culture. La ciprofloxacine est un antibiotique de 

synthèse appartenant à la famille des fluoroquinolones. Son activité est fortement bactéricide par 

inhibition de 1 'ADN gyrase bactérienne empêchant la synthèse de 1 'ADN chromosomique bactérien. 

Dans le cas d'une contamination de type fongique, un traitement à l'amphotéricine B 

Fongizone® {250flg/ml, LIFE TECHNOLOGIES) à 2,5 J.Lg/ml (1 %), est appliqué. L'amphotéricine est un 

antibiotique antifongique de contact de la famille polyènes, son spectre d'activité s'étend à de 

nombreux champignons et en particulier aux levures. Elle n'a aucune action antibactérienne. 

Un troisième antibiotique, lagentamycine {50mg/ml, GffiCO BRL) peut être aussi utilisée à une 

concentration de 50 J.Lg/ml de milieu de culture. Il a une action antibactérienne et antimycoplasmique, 

mais n'a aucune activité contre les moisissures, levures et autres protozoaires. 
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Un temps de latence devra être observé après toutes périodes de décontamination, avant de 

reprendre les manipulations. 

3- La Cryoconservation des cellules. 

Le développement des cultures cellulaires se trouve confronté à un problème important qui est 

celui de la stabilité des cellules utilisées en recherche. Le repiquage successif des cultures présente le 

double inconvénient de prendre beaucoup de temps et de pouvoir engendrer des déviations génétiques 

par sélection de petites fractions de population. 

La cryoconservation permet de stabiliser une population de cellules au plan génétique et 

d'arrêter le temps. De plus, il est conseillé de congeler fréquemment des cellules en période faste, ce 

qui permet de relancer les cultures dans les périodes qui le sont moins. Cette technique fut pour la 

première fois appliquée à des cellules en culture par Scherer et Hoogasian en 1954. 

Congélation des cellules. 

Le milieu de congélation est composé de milieu RPMI 1640 contenant de la L-glutamine 

(Glutamax 1-GIBCO), auquel on ajoute 30% de SVF (GIBCO BRL) inactivé par la chaleur (30 min. à 

56°C), 10% de DMSO (MERCK), de la pénicilline 100 Ullml (TECHGEN) et de la streptomycine 100 

J.lg/ml (TECHGEN). 

L'état physiologique des cellules au moment de la congélation est 1 'un des facteurs 

prépondérants capables d'affecter leur récupération après la congélation. Le meilleur rendement de 

congélation est obtenu avec des cultures en fin de phase de croissance exponentielle, ayant subi un 

changement de milieu la veille. 

Les cellules sont récupérées par centrifugation pendant 10 min. à 600 trs/min., puis lavées 

deux fois par 10 ml de milieu de Earle ou EBSS (Biowhitaker), avant d'être dispersées dans du milieu 

de congélation contenant 10% d'agent cryoprotecteur, ici le DMSO (MERCK), à raison de 107 à 108 

cellules/ml. Les agents cryoprotecteurs ont pour but d'éviter la formation de larges cristaux de glace 

pendant le refroidissement, cristaux pouvant être à l'origine de déchirement de la membrane cellulaire. 

La suspension cellulaire est répartie par aliquotes de 1,5 ml dans lescryotubes. Un temps d'équilibre 

doit être respecté avant de débuter la phase de refroidissement. Cette étape, qui ne doit pas être 

inférieure à 15 min., ni excéder 45 à 60 min., est nécessaire pour permettre à l'agentcryoprotecteur de 

pénétrer à l'intérieur des cellules. 

Le refroidissement des cellules est 1 'une des étapes clefs de la cryoconservation, puisque la 

vitesse de refroidissement contrôle la dimension des cristaux de glace et leur vitesse de formation, 

deux paramètres pouvant affecter la récupération ultérieure des cellules. Les cryotubes sont transférés 

dans le cryoconténaire, et 1' ensemble placé à -70°C. Les conditions optimales de congélation 
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consistent à abaisser la température de la suspension de 1 °C/min. Lorsque les cryotubes ont atteint une 

température entre -70 et -100°C, ils peuvent être transférés rapidement dans l'azote liquide afin de les 

maintenir à une température de -l96°C. 

Généralement, cette méthode permet la conservation des cellules et de leurs fonctions 

spécifiques pendant de nombreuses années. Il existe une méthode alternative qui consiste à faire 

passer la suspension à 0°C, puis -20°C, et enfin -70°C et de les conserver à cette température, si l'on 

ne dispose pas de 1 'ensemble du matériel. Cependant à cette température les cellules peuvent contenir 

de petites quantités d'eau non congelées, qui peuvent avec le temps donner lieu à des réactions 

chimiques, susceptibles d'entraîner la mort des cellules. 

Remise en vie des cellules congelées 1 Décongélation. 

Si la congélation doit être progressive, 1 'étape de décongélation doit, en revanche, être rapide 

pour obtenir un rendement optimal. Cette rapidité évite comme dans le cas de la congélation la 

formation de cristaux de glace. 

Le milieu de décongélation est composé de milieu RPMI 1640 contenant de la L-glutamine 

(Glutamax 1-GffiCO), auquel on ajoute 15 à 20% de SVF (GffiCO BRL) inactivé par la chaleur (30 min. 

à 56°C), de la pénicilline 100 Ullml (TECHGEN) et de la streptomycine 100 ).lg/ml (TECHGEN). 

Le principe consiste à placer le cryotube dans le bain marie à 3 7°C pendant 1 à 2 min, en 

fonction du volume, jusqu'à la décongélation complète de la suspension cellulaire. Afin de limiter au 

maximum les risques de contamination, dès la décongélation et avant l'ouverture, les cryotubes sont 

stérilisés à l'alcool à 70%. Leur contenu est prélevé et transféré dans un tube contenant 10 à 20 ml de 

milieu de décongélation. Après une centrifugation pendant 10 min. à 600 trs/min. destinée à éliminer 

les traces de DMSO, qui à 37°C est toxique pour les cellules. Le culot est repris dans 10 ml de milieu 

et les cellules sont placées dans un flacon de culture de 25 cm2 en atmosphère humide contenant 5% 

(v/v) de C02 à 37°C. La viabilité et la concentration des cellules sont contrôlées par un test 

d'exclusion au bleu trypan à t= 0 et 4 heures, ce qui permet de connaître le rendement de 

congélation/décongélation. Le milieu est remplacé par du milieu frais après 4 heures. A partir du 

deuxième jour, les cellules sont cultivées classiquement avec le milieu de culture à 10% de SVF 

A-2 Induction. 

1-Les inducteurs. 

Rétinoïdes. 

L'acide rétinoïque tout-trans et 9 cis proviennent de chez SIGMA, l'ensemble des rétinoïdes 

de synthèse: Am580, CD367, CD417, CD437, CD666, CD2425, CD2665 et CD2906 sont obtenus du 
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CIRD Galderma (Sophia Antipolis, France). Les rétinoïdes sont dissous dans le DMSO à une 

concentration stock initiale de I0-2M et conservés à -20°C dans l'obscurité. Les dilutions sont réalisées 

dans l'éthanol. 

Autres inducteurs. 

L'actinomycine D et la cycloheximide (SIGMA) sont conservés à 4°C, les inhibiteurs des 

PKCs: GF109203x, Gô6976, Gô7874,HC1 (Calbiochem) sont conservés à -20°C et à l'obscurité. 

2-L'induction des cellules. 

Pour l'induction de la transglutaminase tissulaire on utilise un milieu défini contenant, dans un 

milieu RPMI 1640 (Glutamax I-GIBCO), de la pénicilline 100 UI/ml (TECHGEN), de la streptomycine 

100 ~g/ml (TECHGEN), et 5 ~g/ml d'insuline et de transferrine ainsi que 5 ng/ml de séléniate de 

sodium (SIGMA). L'induction s'effectue sans SVF pour éviter la séquestration des inducteurs par la 

RBP (Retinol Binding Protein) contenue dans le sérum. Cependant, pour la viabilité des cellules, on 

rajoute au bout de 7 heures 3% de SVF, que l'on complète à 10% (volume final) au bout de 48 heures. 

La population cellulaire, et sa concentration sont estimés par un test d'exclusion au bleu 

trypan sur un aliquote de la culture cellulaire. Une étude des ARNm, un dosage enzymatique de la 

transglutaminase de tissu, et une étude de l'apoptose nécessitent respectivement 10.106 (20.106 pour 

les HL 60), 10.106
, et 1.106 cellules. Selon les études à réaliser sur les cellules induites, une quantité 

de milieu de culture correspondant au nombre de millions de cellules désirées est prélevée et 

centrifugée pendant 10 min. à 600 trs/min. Le culot est rincé plusieurs fois par del'EBSS et centrifugé 

dans les mêmes conditions que précédemment. Le culot cellulaire est repris dans du milieu défmi, de 

façon à obtenir une concentration de 0,5.106 cellules/ml et distribué dans les différents flacons de 

culture représentant les différentes conditions à tester. Le volume d'inducteur ne dépasse jamais 

111000 du volume final pour éviter les problèmes de toxicité du solvant éthanol. Pour les 

concentrations les plus faibles, des dilutions en séries sont réalisées. 

A-3 Dosages. 

1- Dosage de l'activité enzymatique de la Transglutaminase de tissu. 

La réaction est basée sur l'incorporation d'un substrat radioactif aminé, la putrescine tritiée, 

dans une protéine acceptrice, la caséine. La précipitation sur filtre du complexe eH-putrescine­

caséine] par l'acide trichloroacétique (TCA) est suivie de l'élimination de la radioactivité libre par des 

lavages successifs et du comptage de la radioactivité restante sur le filtre (correspondant à la protéine 

précipitée). 

10.106 cellules traitées par différentes concentrations de rétinoïdes en milieu défmi pendant 48 

heures sont centrifugées à 700g pendant 10 min. et lavées par du TBS. Les culots sont congelés à 

152 



-20°C, si le dosage n'est pas réalisé après centrifugation. 

Pendant la décongélation à température ambiante, 150 J.!l de solution de lyse TET (Tris-HCI 

20 mM pH 7,5, EDTA disodique 1 mM, Triton XlOO 0,5%) sont ajoutés aux culots cellulaires. Après 

décongélation, les cellules sont immédiatement transférées dans la glace. Une centrifugation pendant 

10 min. à 20 000 g est réalisée. Les sumageants sont récupérés. Des échantillons de 50 J.!l sont 

préparés en double pour le dosage de l'activité enzymatique, le reste étant congelé à -20°C pour le 

dosage ultérieure des protéines. On ajoute ensuite aux échantillons 50 J.!l de mélange réactionnel, soit 

dans les 100 J.!l finaux (Tris-HCl 20 mM pH 7,5; CaC12 5 mM; f3 mercaptoéthanol 10 mM; N,N'­

diméthylcaséine 2 mg/ml; 3H-putrescine 2 J.!Ci (41,05 Cilmmol); putrescine 0,1 mM et 0,2 mg de 

protéine du lysat cellulaire dans un volume final de 100 J.tl). Deux types de blancs sont prévus en 

début et en fin de série, par 50 J.!l de solution de lyse TET ou de lysat cellulaire additionné de 50 J.!l de 

mélange réactionnel sans CaC12, en présence d'EGT A 100 mM, agent chélateur du calcium qui inhibe 

donc la réaction enzymatique. La réaction a lieu à 30°C pendant 20 min., puis est stoppée dans la 

glace. 80 J.!l du mélange sont déposés sur un carré de papier Whatman 3MM (1 cm de côté) que l'on 

plonge aussitôt dans un bain de TCA 10% à 4°C, sous agitation douce, pendant 20 min. Le complexe 

[3H putrescine-N, N'dimethylcaséine] précipite sur le papier filtre. La 3H putrescine libre est éliminée 

par lavages successifs : 3 fois par TCA 5% 5 min. à 4 °C, 1 fois dans un mélange éthanol/acétone 

(1 vil v) 5 miri. à 4°C et 1 fois dans l'acétone 5 min. à 4°C. Les filtres sont séchés à température 

ambiante puis plongés dans du liquide à scintillation et la radioactivité est mesurée par un compteur à 

scintillation f3. 

Calcul : l'activité spécifique de la TGt est exprimée en pmollmin./mg de protéine. 

1 unité d'enzyme est définie comme la quantité d'enzyme liant 1 pmol de putrescine à la N, 

N'dimethylcaséine par minute et par mg de protéine présente dans le lysat cellulaire. 

cpm échantillon- cpm blanc 

activité spécifique (pmol/min./mg) = ------------------------------------------­

r x 2220 x AS x T x Q 

cpm = nombre de cpm obtenu à partir de l'échantillon. 

cpm blanc = nombre de cpm obtenu à partir du blanc. 

r = rendement de la putrescine tritiée. 

2220 dpm = 1 nCi. 

AS = activité spécifique en Ci/mmol (nCi/pmol). 

T = temps réactionnel en minutes. 
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Q = quantité de protéines du lysat cellulaire déposée sur le filtre en mg. 

Remarque 

Pour éviter de "ramer" trop longtemps pour obtention des blancs, un conseil empirique: rincer 

vos filtres de papiers Whatmann au TCA 5% et sécher les à l'étuve avant de faire vos dosages. 

2- Dosage des protéines. (Bradford 1976, Read et a/1981) 

135 ).tl de l'échantillon dilué au 112oème sont ajoutés à 2565 ).tl de réactif colorant (bleu de 

Coomassie G250 (FLUKA) 15 mg; éthanol absolu 4,7 ml; H3P04 85% 10 ml; H20 qsp 100 ml; filtré 

sur papier Whatman) et laissés 5 min. à température ambiante. La lecture se fait à 595 nm contre le 

blanc. Une gamme étalon de sérumalbumine bovine fraction V (BOEHRINGER) de 5 à 200 )lg est 

préalablement établie. 

Remarque. 

Conserver à 4°C et pas plus de 15 jours le réactif colorant. 

A-4 Microscopie 

Utilisation d'un microscope OL YMPUS. 

1- Les cytocentrüugations sur lames de verre. 

Les lames de verre sont annotées (lignée cellulaire, inducteur(s), temps de contact et date 

d'induction). 15.104 cellules sont cytocentrifugées pendant 10 min à 600 tours/min (CYTOSPIN 3), le 

milieu étant absorbé sur buvard (SHANDON). Les lames sont séchées une nuit à température ambiante 

et emballées hermétiquement dans de l'aluminium. Les cytopréparations sont stockées à -20°C. 

Les cellules sur lames sont, une fois décongelées pendant 1 heure à température ambiante, 

utilisées pour les technique qui suivent. 

2- Coloration des cellules par la méthode de May Grünwald Giemsia. 

La coloration au May Grunwald Giemsia (MGG) permet une coloration du cytoplasme et du noyau . 

La coloration au MGG s'effectue par le passage des lames dans les solutions suivantes: May 

Grünwald (BIOL YON) pur pendant 3 min, May Grün wald dilué au 1/2 pendant 2 min, Giemsa 

(BIOL YON) dilué au 1/10 pendant 10 min et dans l'eau distillée pendant 1 min. 

154 



Le montage des lamelles s'effectue par une solution de Eukitt. L'observation s'effectue en 

lumière blanche. 

3- Coloration au Boechst 33258. 

Le Hoechst 33258 est un agent qui s'intercale dans l'ADN des cellules et permet la visualisation des 

noyaux et en particulier de la chromatine. Cette coloration permet la quantification des cellules 

apoptotiques. 

Le Hoechst 33258 [Bis(benzimide); SIGMA réf. B2883] est un agent qui s'intercale dans 

1 'ADN des cellules et permet la visualisation des noyaux et en particulier de la chromatine. Les 

cellules sont préalablement traitées par différentes doses de rétinoïdes pendant 5 à 6 jours. 150 000 

cellules sont cytocentrifugées pendant 10 min à 600 trs/min. sur lame de verre et lavées par du PBS. 

Elles sont fixées pendant 10 min; à -20°C dans la solution de Carnoy (méthanol/acide acétique : 

3v/1v) et colorées pendant 10 min. à 37°C par dépôt sur les cellules de 60 Ill deHoechst 33258 à 0,1 

)lg/ml dans PBS. Après un lavage à l'eau distillée de 5 min., les cellules sont séchées. Le montage des 

lamelles s'effectue par une solution contenant 80% de glycérol, 20% de PBS et 100 mg/ml de 

DABCO [1,4-diazabiclo(2,2,2)octane; ALDRICH]. L'observation se fait à l'aide d'un microscope à 

fluorescence. La longueur d'onde d'excitation est de 365 nm. On détermine ainsi le nombre de 

cellules fragmentées pour 100 cellules totales (moyenne de 4 comptage de 400 cellules). 

4- TUNEL. 

TUNEL = Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP biotin Nick End Labeling. 

C'est une technique très sensible qui permet de mettre en évidence les coupures de 1 'ADN résultant de 

l'activation d'endonucléases dans une cellule en cours d'apoptose. 

Le TUNEL permet un marquage des cassures de l'ADN en 3'0H par une uridine marquée à la 

fluorescéine. 

Les lames, stockées à -20°C, sont sorties 1 heure avant la manipulation. Elles sontréhydratées 

par 100 Ill de PBS pendant 5 min, fixées à la paraformaldéhyde à 1% pH 7,4 (1 00 J.ll) pendant 15 min. 
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à 4°C, et rincées 2 fois par 100 Jll de PBS pendant 5 min. Le réactif T.U.NEL. (CoC12 2,5 mM, 

terminale transferase 12,5U, Fluoresceine 12-UTP 5 11M, triton 0,1%, dans tampon de terminale 

transferase lx) (BOEHRlNGER) préparé extemporanément est appliqué à raison 20 111 par lame. Un 

contrôle est réalisé avec une solution témoin dépourvue de l'enzyme. Après une incubation pendant 1 

heure à 3 7°C, les lames sont rincées 2 fois par 100 Jll de PBS pendant 5 min. Une contre coloration au 

Bleu Evans est effectuée avant de monter les lamelles par du DABCO (80% de glycérol, 20% de PBS 

et 100 mg/ml de DABCO [1,4-diazabiclo(2,2,2)octane] ALDRICH). Les lames sont conservées à 45°C 

et à 1 'obscurité. 

5- Détection de la transglutaminase de tissu par immunofluorescence indirecte : 

La transglutaminase de tissu est reconnue par un anticorps monoclonal (CUB 7402 

aimablement fourni par le professeur P.J.Birckbichler, Oklahoma ou commercialisé par NeoMarker) 

révélé par un anticorps de mouton antisouris marqué à la fluorescéine (BIOSYS). Un anticorps non 

immun de souris (CUB 101) est utilisé comme contrôle. 

Les cellules traitées par différentes concentrations de rétinoïdes, pendant 48 heures dans un 

milieu défmi complété par 3% de sérum de veau foetal à 7 heures, sont récupérées par 

cytocentrifugation 10 min. à 600 g et lavées par du PBS. Les cellules sont fixées 5 min. à -20°C par 

une solution contenant du méthanol à 95% dans le PBS, puis incubées 10 min. à -70°C dans un bain 

d'acétone et lavées 3 fois 5 min. par du PBS. Une perméabilisation de 5 min. par du tween 80 à 1% 

dans du PBS est effectuée à température ambiante. Après 3 lavages de 5 min. par du PBS, les cellules 

sont d'abord préincubées une nuit à 4°C en présence de sérum de mouton non immun (5% dans du 

PBS) plus 3% de sérumalbumine bovine (SAB), puis elles sont incubées 1 heure à 37°C avec 

1 'immunsérum spécifique dilué au 11200 dans du PBS avec 3% de SAB et enfin pendant 1 heure a 

température ambiante avec l'immunsérum fluorescent dilué dans du PBS avec 3% de SAB et lavées 4 

fois 10 min. par du PBS. 10 111 de solution de DABCO (glycérol80%, PBS 20%, DABCO lOOng/ml, 

azide de sodium 0,1%) permettent le montage des lamelles. Des témoins où l'anticorps spécifique est 

omis (témoin de fluorescence) ainsi que des témoins où il est remplacé par un anticorps de souris non 

immun, sont soumis au même traitement. 
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B- Biologie Moléculaire. 

B-1 ARNm 

1- Extraction ARN totaux. (Chomczynski et Sacchi, 1987) 

La principale source d'échec dans toute tentative d'extraction de l'ARN est la contamination 

par les ribonucléases. Les RNAses sont des enzymes très stables qui n'exigent pas de cofacteurs pour 

agir. Pour éviter toute contamination par les ribonucléases, on travaille stérilement, à 4°C dans la 

glace avec du matériel stérile et en portant des gants à usage unique. 

107 cellules sont centrifugées à 600 g pendant 10 min., puis lavées deux fois par du PBS avec 

les mêmes conditions de centrifugation. Le culot cellulaire est lysé par 2 ml de RN Able (BIO PROBE 

SYSTEMS RNA 1501-100), auquel on ajoute 0,1 volume de chloroforme. Le mélange est homogénéisé 

puis laissé à 4°C pendant 5 min. Le lysat est centrifugé à 12 000 g pendant 15 min. à 4°C. La phase 

aqueuse supérieure contenant l'ARN est transférée dans un nouveau tube (la phase organique 

inférieure contient l'ADN et les protéines). L'ARN de la phase aqueuse est précipité par 1 volume 

d'isopropanol et incubé pendant 15 min. à 4°C. Le tout est centrifugé à 12 000 g pendant 15 min. à 

4°C. Le précipité est lavé par 1 ml d'éthanol à 75%, puis centrifugé à 7 500 g pendant 8 min. à 4°C. Le 

culot dissous dans 20 J..Ll d'eau stérile est conservé à -70°C. 

Calcul de la pureté et calcul du rendement de l'extraction. Une lecture de l'absorbance à 260 

nm et 280 nm, est effectuée sur 4 J..Ll d'ARN en solution dilués dans 1 ml d'eau. La mesure de 

l'absorbance à 260 nm et 280 nm permet de déterminer la concentration respective en ARN et en 

protéines. Lorsque le rapport A260/ A280 est compris entre 1, 7 et 2, la pureté est jugée suffisante. 1 

unité de DO à 260 nm correspond à 40 J..Lg d'ARN. Or on teste 4 J..Ll d'échantillon. La concentration en 

J..Lg/J..Ll d'ARN dans l'échantillon testé est donc égale à: 10 x A260. 

2- Electrophorèse en gel d'agarose en présence de formaldéhyde. 

La cuve horizontale (BIORAD) est lavée par NaOH lN. 

Le gel dénaturant est un gel d'agarose à 1% préparé avec un tampon MOPS (MOPS 1 g; 

acétate de sodium 5 mM; EDTA 1 mM; pH 7), en présence de formaldéhyde désionisée (16%). Le 

tampon de dénaturation est composé de formamide désionisée (50%), de formaldéhyde désionisée 

(17,8%) et de tampon MOPS. Le tampon de migration est le MOPS lx. 

8 J..Lg d'ARN sont repris dans 15 J..Ll de tampon de dénaturation, placés pendant 5 min. à 68°C, 

puis refroidis dans la glace. Les échantillons sont déposés dans les puits en présence de bleu de 

bromophénol (0,025%) et de glycérol (0,06%). La migration s'effectue à 80 volts pendant 2 heures 30 

157 



à 4°C. Une partie du gel est incubée dans une solution de bromure d'éthidium et lue sous lumière UV 

(254 mn) pour vérifier la migration et la taille des ARNm. 

3- N orthern Blot. 

Les fragments sont transférés par capillarité sur support solide (Nylon) à température 

ambiante. 

Le gel est trempé 20 min. dans le tampon de transfert (soude 0,05 M). Sur une cuve contenant 

du tampon de transfert, on pose une plaque de verre recouverte d'un pont de papier Whatman 3MM 

imbibé du même tampon. Le gel retourné est déposé sur l'ensemble. Une membrane Nylon 

(AMERSHAM Hybond-W) est placée sur le gel et recouverte de papier Whatmann 3MM imbibée de 

tampon de transfert et d'une épaisse couche de papier absorbant. Le gel est entouré de parafilm pour 

éviter tout reflux du tampon de transfert. L'ensemble est surmonté d'une plaque de verre et d'un poids 

puis laissé une nuit. 

Le lendemain matin, la membrane est neutralisée pendant 10 min. dans SSC 2x. 

B-2ADN 

1- Transcription inverse (RT). 

La réaction de transcription inverse (Reverse Transcription) permet la synthèse d'un ADN 

complémentaire à partir d'une matrice d'ARN. 

Les ARN totaux sont chauffés à 68°C pendant 5 min. Et refroidis dans la glace. La réaction de 

RT est réalisée dans un volume final de 20!ll contenant lflg d'ARN totaux dénaturés, 20U deRNasin,J, 

inhibiteur des ribonucléases (PROMEGA), des pd(N)6 5f.1M (Pharmacia Biotech), des dNTPs 0,5 mM 

(PROMEGA) et 200U de M-MLV-RT (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) 

(PROMEGA) dans du tampon RT lx. La réaction s'effectue à 37°C pendant 1 heure. 

Les échantillons peuvent être conservés à 4°C pour une utilisation rapide ou à -20°C pour une 

utilisation plus éloignée. 

2- Réaction de polymérisation en chaîne (PCR). 

Un aliquot (5f.ll) du produit de réaction de RT est mélangé avec 20 fll de tampon PCR lx 

contenant 1 U Taq DNA polymérase (PROMEGA), MgCl2 1 mM, dNTPs (PROMEGA), et 1 OOng de 

chaque amorce. L'ensemble est recouvert d'une goutte d'huile minérale (PerkinElmer). La réaction de 

polymérisation en chaîne est réalisée sur un thermocycleur (MJ Research) sur la base du programme 

suivant : 95°C pendant 5 min., puis n (15 à 45) cycles consistant en une dénaturation à 95°C pendant 

une minute, une hybridation à 54°C pendant une minute et une élongation à 72°C pendant une minute. 

La température d'hybridation peut être modifiée en fonction des Tm des couples d'amorces. Après le 
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dernier cycle, l'incubation à 72°C est prolongée durant 10 minutes, puis stopper à 4°C. Les réactions 

PCR pour chaque gène étudié, sont réalisés séparément. 

3- Electrophorèse en gel d'agarose: 

On utilise une cuve horizontale (BIORAD). 

Le gel d'agarose à 1,6 ou 2% est préparé avec un tampon TAE lx (Tris-HCI 40 mM, pH 7; 

Acide Acétique glaciale 0,2 mM; EDTA 1 mM), qui sert aussi de tampon de migration. 

10 J.ll de produits de PCR (ADNe) sont déposés dans les puits en présence de bleu de 

bromophénol (0,025%) et de glycérol (50%). La migration s'effectue à 75 volts pendant 1 heure à 4°C. 

Le gel est lu sous lumière UV (254 nm) pour vérifier la migration et la taille des ARNm. 

On dépose comme témoin de poids moléculaire le DNA ladder 100 bp (PROMEGA), qui se 

compose d'une série de bandes multiples de 100 pb, de 100 à 1000 pb avec une double intensité pour 

la bande 500 pb et une bande surnuméraire à 1500 pb. 

Remarque: ce témoin de poids moléculaire n'est pasphophorylé en 5', il peut donc être marqué par 

l'utilisation de la T4 kinase et du 32P yATP. 

4- Southern Blot. 

Les fragments sont transférés par capillarité sur support solide (Nylon) à température 

ambiante, selon le même principe que pour le Northem blot, mais dans un autre tampon de transfert 

(NaCl 0,6M, NaOH 0,4N). 

Le lendemain matin, la membrane est neutralisée pendant 10 min. dans SSC 2x. 

5- Gel polyacrylamide. 

Le gel de polyacrylamide est réalisé sur une cuve verticale (CBS Scientific CO). 

Le gel de polyacrylamide (acrylamide /bisacrylamide 29:1 (6 à 12% p/v)) (Appligen) est préparé avec 

un tampon TAE lx, qui sert aussi de tampon de migration. Les échantillons sont déposés en présence 

de bleu (bleu de bromophénol5 mg, xylène cyanollO mg, 20J.1l EDTA SOOmM, lOJ.ll NaOH lOn, 8ml 

formamide). La réaction de polymérisation est réalisée en présence d'ammonium persulfate et de 

TEMED (PROMEGA). 

B-3 Sondes. 

1- Marquage de sondes par la technique de multiamorçage au hasard. 

(Feinberg et Vogelstein 1983) 

(BOEHRINGER Random Primed DNA labeling Kit 1 004.760) 
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Nous utilisons les inserts plasmidiques correspondant aux ADN complémentaires des RARs, 

des RXR.s, de la Transglutaminase tissulaire et de l'actine (témoin interne). 25ng d'insert sont repris 

dans l'eau stérile qsp 11 J.!l et placés pendant 2 min. 30, à 100°C pour dénaturer l'ADN, puis à 4°C. 

Ensuite, nous ajoutons 3 J.!l d'un mélange de dATP, dTTP, dGTP à 0,5 mM/1 dans Tris-HCI pH 7,4, 30 

J.!CÏ adCTP 32P (3000Ci/mmol), 2 J.!l de tampon Klenow lOx contenant des hexanucléotides au hasard 

servant d'amorce, à 2 UI de Klenow (fragment ADN polymérase I). L'ensemble est laissé à 37°C 

pendant 1 heure. 

2- Marquage de sondes par la polynucléotide T4 kinase. 

Nous utilisons des oligonucléotides correspondants à des séquences internes aux produits 

d'amplification PCR. La réaction s'effectue à 37°C pendant une heure, dans un volume final de 20J.!l 

contenant l'oligonucléotide lJ.!M, lU de T4 kinase (PROMEGA), 2J.!l de yATP32 (Dupont Nemours) 

dans du tampon T4 kinase lx. 

3- Dessalage sur colonne séphadex G50• 

La sonde est dessalée sur colonne Sephadex G50 par un tampon (Tris-HCI pH 7,5 10 mM, 

EDTA 0,02 mM, sarcosyl 1%) pour éliminer la radioactivité libre, puis elle est reprise dans 10 ml de 

tampon (formamide 50%, SDS 0,5%, SSC 6x, ADN de sperme de hareng dénaturé (10 min. à 100°C) 

0,2 mg/ml, Tris-HCI pH 7,4 1,35 mM, EDTA 0,13 mM). On estime que la sonde est correctement 

marquée lorsqu'un aliquote de 10 J.Ll correspond à une radioactivité de 30.106 cpm au compteur. 

4- Dessalage sur colonne Chromaspin 10 et 100. 

Après homogénéisation des colonnes et séchage par centrifugation 2 min à 700g, la sonde est 

déposée sur colonne puis dessalée par centrifugation pendant 6 min à 700g. On utilise des chromaspin 

10 pour les oligonucléotides et 100 pour les ADNe {CLONTECH). 

Remarque : le temps est précieux adopter cette technique très rapide. 

B-4 Révélation. 

1-Préhybridation et hybridation. 

a) technique au sperme de hareng. 

Cette étape va permettre de visualiser le signal d'hybridation entre l'ARNm ou le produit PCR 

recherché et la sonde marquée au 32P. Préhybridation et hybridation sont réalisées à 42°C dans un four 

à hybridation, dans le même tampon (Tris-HCI pH 7,4 1,35 mM, EDTA 0,13 mM, formamide 50%, 
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SDS 0,5%, SSC 6x, ADN de sperme de hareng dénaturé (10 min. à 100°C) 0,2 mg/ml) à raison de 100 

j.Ü/cm2 de membrane. 

La membrane est préhybridée dans ce tampon pendant 4 heures afin de saturer les sites non 

spécifiques. L'hybridation est réalisée pendant une nuit, dans le même tampon auquel on a ajouté la 

sonde marquée au 32P. Cette technique a été abandonnée au profit de la technique qui suit et qui donne 

de bien meilleurs résultats. 

b) technique au Denhardt. 

Par rapport à la technique précédente, seul le tampon change (SSPE 6x, pH 7,2, denhardt lx, 

Heparine 0,5 mg/ml, SDS 0,2%) à raison de 100 J.1l/cm2 de membrane. 

2-Lavage de la membrane. 

Ces lavages vont permettre d'éliminer l'excès de sonde retenue de façon non spécifique sur la 

membrane. 

a) technique au sperme de hareng. 

Un lavage à température ambiante pendant 2 min. dans une solution SSC 2x, SDS 0,005%, 

puis deux lavages à 42°C pendant 30 min. sous agitation douce dans une solution SSC 0,1x, SDS 

0,005%. 

b) technique au Denhardt. 

Un lavage à température ambiante pendant 5 min., puis un lavage à 70°C pendant 30 min. 

sous agitation douce dans une solution SSPE 6x, SDS 0,2%. 

3-Autoradiographie. 

La membrane est mise au contact d'un film KODAK X-OMAT™ AR (AMERSHAM) dans une 

cassette (PHILIPS) contenant deux écrans intensificateurs (DUPONT CROMEX Lightning plus) à -70°C. 

Le temps d'exposition varie en fonction de l'intensité du signal. Le film est révélé par passage dans 4 

bains successifs: révélateur, bain d'arrêt, fixateur, lavage. 

Le film est analysé sur un intégrateur (REP Helena Laboratories). On calcul le rapport ARNm 

étudié sur ARNm de la~ actine (gène domestique) pour chaque échantillon. 
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Table II: oligonucléotides utilisés comme amorces ou sondes lors de cette étude (non encore citées). 

gènes amorces séquence 

Bcl2 en amont 5'-AGA GGG GCT ACG AGT GGG ATG-3' 

en aval 5' -ccc CAC CGA ACT CAA AGA AGG-3' 

interne 5' -CGG GCT GGG AGG AGA AGA TGC-3' 

Bax en amont 5' -ATG CGT CCA CCA AGA AGC TGA-3' 

en aval 5' -AGC ACT ccc GCC ACA AAG ATG-3' 

interne 5' -GAT CAG TTC CGG CAC CTT GGT-3' 

Beix 1 en amont 5'-GCA GGT ATT GGT GAG TCG GAT-3' 

en aval 

interne 

B-5 Protéines 

1-Gel SDS-Page. 

5' -GAA GAG 

5'-TAG GTG 

Tampon de gel de concentration 4X : 

6,05 g Tris (hydroxymethyl) amino-méthane 

0,4 g SDS 

ajuster le pH 0 6,8 

qsp 100 ml H20 

Tampon de cuve 5X : 

15,1 g Tris (hydroxymethyl) amino-méthane 

72 g glycine 

5,0 g SDS 

qsp 1000 ml H20 

TGA GCC CAG CAG ACC-3' 

GTC ATT CAG GTA AGT-3' 

Tampon de gel de séparation 4X : 

91 g Tris (hydroxymethyl) amino-méthane 

2gSDS 

ajuster le pH à 8,8 

qsp 500 ml H20 

Tampon échantillon SDS 2X (bleu): 

1,52 g Tris (hydroxymethyl) amino-méthane 

20 ml glycerol 

2,0 g SDS 

2,0 ml ~mercapto-ethanol 

1 mg Bleu de bromophénol 

ajuster le pH à 6,8 

qsp 100 ml H20 

Gel de séparation : Gel de concentration : 

7,5 ml acrylamide/ bisacrylamide 40% (Appligen) 1,5 ml acrylamide/ bisacrylamide 40% 

7,5 ml tampon de séparation 2,5 ml tampon de concentration 

qsp 30 ml H20 qsp 10,5 ml H20 
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Le gel de polyacrylamide est réalisé sur une cuve verticale (CBS Scientific CO). 

Les protéines d'un lysat cellulaire de 106 cellules sont séparées sur un gel depolyacrylamide 

10% en présence de SDS. L'extraction des protéines est identique à celle du dosage de l'activité 

enzymatique. Après avoir soigneusement nettoyer les plaques à l'éthanol et les avoir assemblées, on 

coule successivement le gel de séparation, puis le gel de concentration. Uneprémigration en présence 

de bleu est effectuée pendant 3 heures à 35mA ou une nuit à SmA. Les échantillons sont repris dans le 

bleu (1 vii v) et dénaturés pendant 3 min. à 1 00°C et refroidis immédiatement à 4°C. Les dépôts se font 

à la seringue. La migration s'effectue pendant 3 heures à 35mA ou une nuit à SmA. 

2-Western-blot. 

Le principe du Western-blot consiste à transférer des protéines d'un gel de polyacrylamide sur 

une membrane de nitrocellulose pour une détection immunochimique. Le protocole décrit ici est 

spécifique à la détection de protéines lorsque votre second anticorps est couplé à la peroxydase. 

Tampon de blot : 

14,59g Tris (hydroxymethyl) amino-méthane. 

69,12g Glycine. 

1,20 1 Méthanol. 

qsp 61 H20 

Ajuster le pH à 8,3 si nécessaire. 

Le gel SDS-PAGE est réalisé comme décrit précédemment. On enlève un coin du gel et on 

place ce dernier sur une feuille de papier Whatmann 3MM préalablement humidifiée par le tampon de 

blot. Une feuille de nitrocellulose (Technomara) est également humidifiée dans ce tampon puis placée 

sur le gel. Attention à marquer la membrane pour l'orienter correctement. Enlever toutes les bulles 

d'air qu'il pourrait y avoir entre le gel et la membrane. 

Souvenez-vous que NC n'est pas efficace pour retenir les protéines. Un temps de transfert trop long ou 

un voltage excessif peuvent conduire à un "overblotting". 

La membrane utilisée est recouverte par une autre feuille de papier 3MMWhatmann et les bulles d'air 

sont éliminées. La membrane est alors placée entre deux blocs de Scotch-Brïte pré-humidifié ou un 

équivalent et le blot est assemblé. Ne pas oublier d'orienter la membrane de nitrocellulose vers 

l'électrode positive. Le transfert se fait à 60 volts pendant 3 à 5 heures, ou à 20 volts durant toute une 

nuit. 
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Ensuite, la membrane de nitrocellulose est colorée au rouge de Ponceau (0,2% rouge de Ponceau, 3% 

acide acétique) pendant quelques minutes, puis décolorée dans de l'eau. 

250 ml de PBS à 3% poudre de lait sont alors préparés extemporanément. La membrane est incubée 

dans un tampon d'arrêt (poudre de lait 3% dans PBS lX) pendant 2 heures à température ambiante ou 

toute la nuit à 4°C. Trois lavages dans du PBS lX, de 15 min. sont réalisés. La membrane est ensuite 

incubée avec le premier anticorps (monoclonal de souris anti-TGt) dilué au 111000 dans la solution à 

3% lait dans PBS pendant 1 heure à 37°C. Elle est lavée 3 fois 15 min. dans du PBS lX puis incubée 

avec le second anticorps (de chèvre anti-IgG de souris) couplé à la peroxydase dilué au 5/10000 dans 

la solution à 3% lait dans PBS pendant 1 heure à 37°C. On réalise à nouveau trois lavages de 15 

minutes avec le PBS 1%. La membrane est révélée chimioluminescence avec l'application d'une 

membrane Biomax {KODAK) et l'exposition à un film autoradiographique pendant 10 min. 

3-Traitement à la phosphatase alcaline. 

La phosphatase alcaline catalyse l'hydrolyse des groupements 5'-phosphate de l'ADN, l'ARN, 

et des ribo et desoxyribonucléosides triphosphates. 

Ajouter 10 J.Ll (lOU) de phosphatase alcaline (PROMEGA) pour 100 J.Ll d'échantillon à traiter. 

Incuber à 3 7°C pendant une heure. Stopper la réaction à 4 °C. Il est possible d'inactiver la phosphatase 

alcaline en la chauffant 30 min. à 75°C. 
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