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AVANT-PROPOS

Le proto-oncogène c-rel code un facteur de transcription de la famille Rel/NF-κB. Les

membres de cette famille sont exprimés de façon ubiquitaire mais ils sont, le plus souvent,

inactifs parce que séquestrés dans le cytoplasme par une famille de protéines inhibitrices IκB.

Leur activité transcriptionnelle dépendra essentiellement de leur relocalisation dans le noyau

où ils pourront alors contrôler l’expression de leurs gènes cibles.

Lors de mon arrivée au laboratoire, en 1997, des corrélations avaient été établies entre

l’expression de c-rel et la survenue de l’apoptose. Après ces études descriptives, des études

fonctionnelles de c-Rel ont été initiées. Etudes in vivo dans le modèle de l’embryon de poulet

actuellement en cours et études in vitro qui ont constitué mon projet de thèse.

Nous nous sommes particulièrement intéressés aux fonctions de c-Rel dans la

prolifération et l’apoptose dans des modèles cellulaires humains normaux et transformés de

différentes origines.

La première partie de ce mémoire sera une introduction sur la famille Rel/NF-κB, avec

une attention particulière sur les fonctions des facteurs Rel/NF-κB dans le contrôle de

l’apoptose et de la prolifération. Le sujet étant particulièrement vaste, j’ai essayé de choisir

dans la littérature les exemples qui m’ont semblé les plus significatifs pour illustrer les

différents points abordés.

Les résultats obtenus pendant ma thèse sont présentés sous forme d’articles publiés,

acceptés, soumis ou en préparation. Les articles déjà rédigés en anglais sont directement

présentés et précédés d’un résumé. Les autres résultats sont présentés en français avec une

introduction rapide, la présentation des résultats et une brève conclusion. Je me suis attaché à

présenter l’évolution des conclusions et les choix qui en ont résultés au fur et à mesure des

articles.

Enfin, je terminerai ce mémoire par une conclusion et discussion dans laquelle

j’essaierai de présenter la contribution de ce travail à la compréhension des fonctions et

mécanismes engagés par les facteurs Rel/NF-κB dans la prolifération et l’apoptose.
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1. Fonctionnement moléculaire des facteurs Rel/NF-κκκκB

La famille des facteurs de transcription Rel/NF-κB a été définie sur la base

d’homologies dans un large domaine amino-terminal appelé le RHD (« Rel Homology

Domain »). Les dimères Rel/NF-κB sont exprimés de façon ubiquiste mais ils sont le plus

souvent inactifs parce que associés aux protéines inhibitrices de la famille IκB qui vont

contrôler leur localisation sub-cellulaire et leur liaison à l’ADN. C’est seulement après la

dégradation de l’inhibiteur IκB que les dimères Rel/NF-κB pourront pénétrer dans le noyau et

contrôler l’expression de toute une série de gènes cibles. Néanmoins, cette induction est

généralement transitoire puisque ces facteurs comptent parmi leurs gènes cibles des protéines

de la famille IκB.

1.1. Généralités sur la famille Rel/NF-κB

La famille des facteurs de transcription Rel/NF-κB comprend 6 membres chez les

vertébrés : c-Rel et son homologue viral v-Rel, RelA ou p65, RelB, p105/p50 ou NF-κB1,

p100/p52 ou NF-κB2.

v-Rel, isolé du rétrovirus aviaire REV-T qui induit une réticuloendothéliose, est le

premier membre de la famille à avoir été décrit. V-Rel est une forme tronquée et mutée du

proto-oncogène codant c-Rel : il lui manque une partie de l’extrémité carboxy-terminale, il

présente des mutations ponctuelles et il est fusionné aux 11 premiers acides aminés de la

protéine virale Env (1, 2).

Le facteur communément appelé NF-κB est un facteur de transcription dimérique

comprenant les 2 sous-unités p50 et RelA. Il a d’abord été décrit comme un facteur nucléaire

spécifique des cellules B qui lie un motif spécifique à l’intérieur d’un enhancer du gène

codant les chaînes légères κ des immunoglobulines (3), puis il s’est révélé ubiquiste (4).

Ce n’est qu’après le clonage des ADN complémentaires de RelA et p50 que l’on s’est

aperçu des homologies de séquences avec c-Rel et v-Rel (5-7). Ces facteurs, constituant la

famille Rel/NF-κB, possèdent dans la moitié amino-terminale un domaine conservé d’environ

300 acides aminés appelé le RHD.

Comme le montre la figure 1, cette famille peut être séparée en 2 sous-familles. La

première sous-famille comprend c-Rel, v-Rel, RelA et RelB. Tous ces facteurs possèdent, en

plus du domaine conservé RHD, un domaine transactivateur du côté carboxy-terminal. La
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deuxième sous famille comprend la p105 et la p100; ces protéines ne possèdent pas de

domaine transactivateur mais à sa place, du côté carboxy-terminal, un domaine à répétition

ankyrine. Ces protéines p100 et p105 sont des précurseurs qui sont coupés protéolytiquement

pour donner respectivement la p52 et la p50 dépourvues du domaine ankyrine (pour revue

voir (8-13)).

1.2.  Structure des protéines Rel/NF-κB

1.2.1.  Le RHD

Le RHD, domaine conservé de la famille, comprend un domaine de liaison à l’ADN,

un domaine de dimérisation, une région d’interaction avec les protéines inhibitrices IκB et un

signal de localisation nucléaire (NLS) (fig.2).

Le domaine de liaison à l’ADN a d’abord été localisé par des expériences de délétion

et de mutagenèse dirigée dans le RHD (14-17). En 1995, des études structurales, par

cristallographie, ont confirmé ces données obtenues par des études biochimiques. Chaque

dimère contient 2 séries de feuillets β qui forment le domaine terminal N’ (NTD) et le

domaine terminal C’ (CTD) du RHD (fig.3). Le NTD établit des contacts spécifiques avec les

bases et aspécifiques avec les groupes phosphates du squelette d’ADN, alors que le CTD, qui

contient également l’interface de dimérisation, établit des contacts aspécifiques avec les

groupes phosphates du squelette d’ADN (18, 19).

Comme nous venons de le voir, le domaine de dimérisation est localisé du côté C-

terminal du RHD (15, 17, 20) et est essentiellement formé de feuillets β (18, 19). Même s’il

participe par interaction non spécifique à la liaison à l’ADN, il est essentiellement impliqué

dans la dimérisation des facteurs Rel/NF-κB. Ces facteurs peuvent s’homo- ou s’hétéro-

dimériser, toutes les combinaisons de dimères semblant possibles (20-24), excepté pour RelB

qui ne peut s’associer qu’avec p50 ou p52 (25, 26). Bien sûr, seuls les hétéro- ou homo-

dimères contenant au moins une protéine de la sous-famille 1, c’est à dire possédant un

domaine transactivateur, peuvent directement activer la transcription. Par contre les homo- ou

hétéro-dimères contenant uniquement p50 et/ou p52 sont incapables d’activer la transcription,

ils sont même capables de l’inhiber (21, 27-30). Ils peuvent quand même activer la

transcription dans un cas particulier : quand ils sont liés à Bcl-3, une protéine atypique de la

famille IκB (31-34).
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Le RHD dans son ensemble était connu pour être impliqué dans l’interaction avec

l’inhibiteur IκB. Des études structurales ont permis de proposer un modèle tri-dimensionnel

de l’interaction de IκBα avec les RHD du complexe p50/p65 (fig.4). Les 6 répétitions

ankyrines de IκBα lient de façon asymétrique l’hétérodimère p50/p65, la plupart des contacts

s’effectuant entre IκBα et p65. Ces études montrent que IκBα retient les facteurs Rel/NF-κB

dans le cytoplasme en masquant le NLS présent à l’extrémité carboxy-terminale du RHD (35-

37).

1.2.2. Les domaines transactivateurs

Les parties carboxy-terminales de c-Rel, v-Rel, RelA et RelB possèdent la capacité

d’activer la transcription de toute une série de gènes cibles. Néanmoins, il existe des

différences entre ces membres. Le principal domaine de transactivation de RelA est constitué

d’une séquence de résidus acides (28, 38, 39), même si d’autres domaines ayant des capacités

transactivatrices ont été mis en évidence (40). C-Rel présente lui aussi un domaine

transactivateur acide ainsi qu’une autre région ayant des capacités transactivatrices (41-44).

En comparaison, v-Rel qui ne possède pas ces domaines transactivateurs peut quand même

activer la transcription dans quelques cas particuliers (42, 45-47). RelB présente également un

domaine transactivateur du côté carboxy-terminal dont l’activité est renforcée par un

« Leucine Zipper » situé à l’extrémité amino-terminale de la protéine (voir fig.1) (48).

1.2.3. Les domaines ankyrines

Les parties carboxy-terminales de la p100 et de la p105 sont composées de 7

répétitions ankyrines, lesquelles sont des séquences d’une trentaine d’acides aminés

permettant des interactions potéines-protéines. Ces répétitions permettent d’interagir avec les

autres membres de la famille Rel/NF-κB et de les séquestrer dans le cytoplasme (49, 50). Des

séquences riches en glycine intercalées entre le RHD et les répétitions ankyrines semblent

jouer un rôle dans la maturation des précurseurs p105 et p100 en p50 et p52 respectivement

(51, 52). La séquence PEST, séquence de destabilisation protéique, pourrait être aussi

impliquée dans la dégradation de la partie C-terminale de la p100 et de la p105 (53, 54).
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Pendant cette description rapide des membres de la famille Rel/NF-κB, la présence et

l’importance des protéines inhibitrices de la famille IκB dans la régulation de l’activité

Rel/NF-κB ont été plusieurs fois soulignée. La prochaine partie de l’introduction sera une

présentation des mécanismes de contrôle de l’activité Rel/NF-κB, avec, comme il se doit, une

place centrale pour la famille IκB.

1.3. Activation et inhibition des facteurs Rel/NF-κB

1.3.1. Les protéines inhibitrices IκB

Les protéines de la famille IκB (fig.5) sont constituées de répétitions ankyrines qui

leur permettent d’interagir avec les dimères Rel/NF-κB et ainsi d’inhiber leur activité. Ces

protéines peuvent être classées en 2 sous-familles. La première, constituée de la p100 et de la

p105 (55), contient en plus des répétitions ankyrines, un RHD comme nous l’avons vu

précédemment. Les protéines de la deuxième sous-famille contiennent uniquement des

séquences ankyrines. Cette sous-famille comprend IκBα, qui en est le membre le plus étudié

(56), IκBβ (57, 58), IκBγ, qui est identique à la partie C-terminale de la p105 (59, 60), IκBε

(61) et Bcl-3 (62, 63). Ces protéines IκB présentent des affinités différentes pour toutes les

combinaisons de dimères Rel/NF-κB. Par exemple, IκBα et IκBβ fixent préférentiellement c-

Rel ou RelA, alors que Bcl-3 fixe uniquement des dimères composés de p50 et p52 (31, 57,

64) et IκBε uniquement des dimères contenant c-Rel ou RelA (61). En comparaison, la p100

et la p105 présentent peu de spécificité puisqu’elles peuvent lier c-Rel, RelA, p50, p52 (55,

65) et RelB, lequel inversement ne peut lier que la p100 ou la p105 (66).

Dans la suite de l’exposé je parlerai essentiellement de IκBα parce qu’il est le membre

pour lequel on a le plus de données, de IκBβ qui peut être à la fois activateur ou inhibiteur de

l’activité Rel/NF-κB et de Bcl-3 puisqu’il semble être activateur de certains dimères Rel/NF-

κB.
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1.3.2. Mécanismes moléculaires d’inhibition des facteurs Rel/NF-κB par IκBα

Nous venons de voir que les protéines IκB peuvent interagir avec les dimères Rel/NF-

κB. Maintenant nous allons voir comment, par cette interaction, IκBα exerce ses effets

inhibiteurs sur les facteurs de transcription Rel/NF-κB.

Le premier mécanisme par lequel IκBα inhibe l’activité Rel/NF-κB est la rétention

dans le cytoplasme de ces derniers. En fait, l’interface d’interaction entre l’inhibiteur et le

dimère masque les NLS du dimère. Ceci a été démontré par co-cristallographie de IκBα avec

les RHD de l’hétérodimère p50/p65 (35, 36). Chaque répétition ankyrine de IκBα est formée

de 2 hélices α interne et externe reliées par une boucle. Les 6 répétitons sont reliées entre elles

par un tour β (fig.6). C’est l’ensemble de cette structure qui lie l’hétérodimère p50/p65 et les

2 premières répétions ankyrines qui masquent le NLS de l’hétérodimère.

Le second mécanisme d’inhibition par IκBα de l’activité des facteurs Rel/NF-κB est le

déplacement de ces dimères de l’ADN où ils contrôlent la transcription de leurs gènes cibles.

La protéine IκBα libre est capable d’entrer dans le noyau grâce à sa capacité à interagir avec

une protéine non identifiée possédant un NLS (67). Dans le noyau IκBα pourra interagir avec

les dimères p50/p65 (fig.4), et déstabiliser l’interaction ADN-p50/p65. En effet, IκBα, par sa

séquence acide PEST, induit une large rotation du NTD du RHD de p65 impliqué dans

l’interaction avec l’ADN, et déplace ainsi les dimères p50/p65 de l’ADN (35-37).

Le troisième mécanisme d’inhibition de l’activité Rel/NF-κB par IκBα est

l’exportation du noyau des complexes IκBα-p50/p65 formés, après levée de l’interaction

ADN-p50/p65. En effet, une séquence d’exportation nucléaire (NES) a été identifiée dans la

partie C-terminale de IκBα  (68, 69).

1.3.3. Mécanismes moléculaires d’activation des facteurs Rel/NF-κB

De nombreux agents induisent une activité Rel/NF-κB. Nous citerons entre autres de

nombreuses cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IL-1β…), les radiations ionisantes, de

nombreuses protéines bactériennes (LPS…) et virales (LMP-1…)… (pour revue voir (70)).

Une bonne partie d’entre eux agissent en induisant la dégradation des protéines IκB.

Cette dégradation de IκB dépend de sa phosphorylation sur 2 résidus serine localisés

du côté N-terminal. Par exemple, les protéines IκBα et IκBβ sont phosphorylées sur les
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résidus serine 32 et 36 et sur les résidus serine 19 et 23 respectivement (pour revue voir (8,

71, 72)). Ces 2 résidus phosphorylés sont un signal pour l’ubiquitination de résidus lysine

situés à proximité, via l’E3 ubiquitine ligase (73, 74). IκB phosphorylé et ubiquitiné est

ensuite spécifiquement dégradé par le protéasome 26S, démasquant le NLS des dimères

Rel/NF-κB (74).

Nous venons de voir que la phosphorylation de IκB est l’élément initiateur pour sa

dégradation et par conséquent l’activation des facteurs Rel/NF-κB. Pour comprendre la

transduction du signal qui aboutit à l’induction d’une activité Rel/NF-κB, un élément clé a été

l’identification des kinases qui phosphorylent IκB.

 Un premier pas a été franchi en 1996 lorsqu’a été décrite la phosphorylation de IκBα 

par un complexe kinasique de haut poids moléculaire d’environ 700kDa (75). L’année

suivante, 2 groupes ont identifié 2 kinases actives dans ce complexe, IKKα et IKKβ, qui

peuvent s’homo- ou s’hétéro-dimériser. Ces kinases phosphorylent directement IκBα et IκBβ

sur les 2 résidus serine connus pour être normalement phosphorylés. Un troisième élément de

ce complexe a été cloné par différents groupes et nommé : NEMO pour « NF-κB Essential

Modulator » (76), IKKAP-1 pour « IKK Associated Protein-1 » (77), ou IKKγ (78). NEMO,

présent à plusieurs exemplaires dans un même complexe, est une protéine sans activité kinase

propre mais essentielle à l’activité kinase du complexe. IKKα et IKKβ interaggissent via leur

domaine d’interaction « Helix-Loop-Helix » et interagissent avec NEMO via leur « Leucine

Zipper »  (fig.7). Ce complexe composé de IKKα, IKKβ et NEMO est communément appelé

« IKK signalsome ». La complexité s’est accrue depuis qu’une autre kinase, appelée IKKε, a

été décrite; néanmoins celle-ci ne participe pas à l’activation de l’ « IKK signalsome » par le

TNF-α, l’IL-1β et les LPS. L’IKKε serait spécifique de la voie activée par le PMA (79). Une

autre protéine appelée Act, pour « NF-κB Activator 1 », ou CIKS, pour « Connection to IKK

and SAPK », peut interagir avec NEMO et activer l’ « IKK signalsome »; de plus, cette

protéine active la voie SAPK/JNK. Ainsi elle ferait le lien entre les voies IKK et SAPK/JNK

montrant l’existence de points de croisements entre les différentes voies de signalisation (80,

81). A noter que les IKKs pourraient catalyser, en plus de la phosphorylation des IκBs, la

phosphorylation de p65 dans un domaine transactivateur, sur le résidu sérine 536. Cette

phosphorylation pourrait accroître l’activité transcriptionnelle de RelA (voir paragraphe 1.4.)

(82).
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1.3.4. Activation inductible transitoire ou persistante des facteurs Rel/NF-κB

Comme cela a été précisé précédemment, les facteurs Rel/NF-κB sont ubiquistes mais

le plus souvent ils sont inactifs parce que retenus dans le cytoplasme par les protéines IκB.

Parmi les nombreux stimuli qui peuvent induire l’activité des facteurs Rel/NF-κB, le TNF-α

est celui dont le mécanisme a été le plus étudié. Le TNF-α, par sa fixation à son récepteur, va

induire l’agrégation et l’activation des protéines (TRADD, RIP, TRAF et NIK) conduisant à

l’activation des IκB kinases de l’« IKK signalsome » et donc à la  relocalisation rapide des

dimères Rel/NF-κB dans le noyau, où ceux-ci pourront activer la transcription de leurs gènes

cibles. Les facteurs Rel/NF-κB comptent parmi leurs gènes cibles certains inhibiteurs de la

famille IκB : la p105 (83), la p100 (84) et IκBα (85-87). Dans le cas d’IκBα, la protéine néo-

synthétisée pourra pénétrer dans le noyau via son NLS, déplacer les dimères Rel/NF-κB de

l’ADN et exporter ces dimères du noyau vers le cytoplasme via son NES (fig.8). Ce

mécanisme est le prototype d’une induction transitoire de l’activité Rel/NF-κB.

Néanmoins, cette induction peut être persistante. Par exemple dans des cellules pré-B,

les LPS ainsi que l’IL-1β induisent la dégradation de IκBα et de IκBβ, avec une cinétique

plus lente pour IκBβ, alors que le PMA induit seulement la dégradation de IκBα. Dans ces

cellules stimulées aux LPS et à l’IL-1β, l’activité Rel/NF-κB persiste même après la néo-

synthèse de IκBα. En fait, IκBβ est lui aussi néo-synthétisé après l’induction de l’activité

Rel/NF-κB, par un mécanisme encore inconnu, mais il reste hypophosphorylé. IκBβ sous sa

forme hypophosphorylée peut toujours se lier aux dimères Rel/NF-κB, mais il est incapable

de masquer leur NLS et d’empêcher leur liaison à l’ADN; en plus il protège ces dimères

Rel/NF-κB de l’inhibition par IκBα (fig.9) (88-91). La différence dans la cinétique de

dégradation de IκBα et de IκBβ pourrait être due à l’interaction spécifique de IκBβ, quand il

est sous forme de complexe avec les dimères Rel/NF-κB, avec 2 protéines d’une sous-classe

de la famille Ras, κB-ras1 et κB-ras2. L’interaction de la séquence PEST de IκBβ avec les

protéines κB-ras diminue leur taux de dégradation par le protéasome (92).

1.3.5. Activité Rel/NF-κB constitutive

Comme nous venons de le voir une activité Rel/NF-κB peut être induite de façon

transitoire, c’est le mécanisme le plus souvent décrit, ou de façon persistante. Néanmoins, il
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existe dans certaines cellules une activité Rel/NF-κB constitutive. C’est ce qui se passe durant

la maturation des cellules B. Il est intéressant de noter que durant cette maturation il y a des

changements dans la composition des dimères actifs (93, 94). Une activité constitutive a

également été mis en évidence dans des thymocytes (95, 96) et dans des

monocytes/macrophages (97-99). Une activité constitutive a également été mise en évidence

dans des sous catégories de neurones de l’hippocampe et du cortex cérébral (100, 101).

Durant la spermatogenèse, une activité constitutive est observée dans les spermatocytes juste

avant la division méïotique et dans les spermatides juste après la méïose, ainsi que dans les

cellules de Sertoli qui supportent les cellules germinales en développement (102). Plus

récemment, une activité constitutive a été mise en évidence dans l’épiderme, dans quelques

cellules de la couche basale, probablement dans les cellules qui s’engagent vers la

différenciation terminale (103) et dans les cellules qui sont sorties de cette couche et qui sont

déjà engagées dans la différenciation terminale (104). Nous citerai enfin un dernier exemple

d’activité Rel/NF-κB constitutive, parce qu’elle est différente des cas précédents qui

impliquaient tous des dimères Rel/NF-κB contenant au moins une sous-unité transactivatrice.

Dans les tumeurs mammaires, une activité constitutive a été décrite, mais elle concernerait

essentiellement les dimères p50/p52 transcriptionnellement actifs parce que liés à Bcl-3 (105).

Les mécanismes conduisant à cette activité constitutive ne sont pas toujours connus.

Néanmoins dans les cellules B il a été montré qu’IκBα est beaucoup moins stable que dans

d’autres cellules où cette activité constitutive n’existe pas. IκBα serait dégradé dans ces

cellules par un mécanisme indépendant de l’activité du protéasome (106, 107).

Après avoir passé en revue les données principales sur la structure des dimères

Rel/NF-κB, leur inhibition et leur activation, nous allons examiner comment ces facteurs

contrôlent la transcription de leurs gènes cibles.

1.4. Contrôle transcriptionnel

Les dimères Rel/NF-κB, une fois libérés de leurs inhibiteurs, peuvent pénétrer dans le

noyau et se fixer sur des séquences d’ADN spécifiques : des séquences décamèriques,

représentant un quasi-palindrome, dont le consensus est 5’-GGGRNYYYCC-3’ où R est une
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purine, Y une pyrimidine et N un nucléotide quelconque. Même si les dimères Rel/NF-κB

sont globalement capables de reconnaître les mêmes séquences, ils présentent des affinités

différentes pour chaque variant de la séquence consensus, sans oublier qu’ils peuvent dans

certains cas fixer des séquences relativement éloignées de ce consensus (24, 29, 108-112).

Une fois fixés à l’ADN, ces dimères vont interagir avec d’autres facteurs : des co-

facteurs qui font généralement le lien avec la machinerie transcriptionnelle basale ou

directement des éléments de cette machinerie. Il semble, même si cela a été rarement décrit,

que ces interactions nécessitent des modifications post-traductionnelles, au moins sur p65

dans le dimère p50/p65. La sous-unité catalytique de la protéine kinase A (PKAc) peut

s’associer au complexe IκBα-p50/p65. C’est seulement après la dégradation de IκBα que la

PKAc va phosphoryler, de manière dépendante de l’AMPc, p65 au niveau de la serine 276. La

phosphorylation de cette serine augmente l’activité transcriptionnelle du dimère en facilitant

l’interaction avec les co-activateurs transcriptionnels CBP (« CREB binding protein ») et

p300 (113). Une autre étude a montré que la PI-3 kinase, en réponse à l’IL-1β, phosphoryle

p65 sur un résidu non identifié, indépendamment, cette fois ci, de la dégradation de IκBα.

Cette phosphorylation augmente le pouvoir transcriptionnel de p65 (114). Une dernière étude

a montré que p65 est phosphorylé sur son résidu serine 529 après une activation par le TNF-

α. Cette phosphorylation est indépendante de la phosphorylation sur le résidu serine 276,

puisque la mutation de cette serine 276 n’affecte pas la phosphorylation de la serine 529.

Cette phosphorylation n’affecte ni la translocation, ni la liaison à l’ADN des dimères

contenant RelA, mais semble accroître l’activité transcriptionnelle de ce dimère (115, 116).

La serine 529 est située dans le domaine transactivateur acide de p65, lequel domaine est

impliqué dans l’interaction avec la TBP (« TATA-binding protein ») et avec certains TAF

(« TBP-associated factor »), ou avec certains facteurs généraux de la transcription. Il est donc

possible que la phosphorylation de la serine 529 facilite les contacts avec toutes ces protéines.

A noter que c-Rel peut lui aussi interagir avec une partie de ces protéines via son domaine

transactivateur acide (39, 117-122).

Les dimères p50/p65 peuvent également interagir avec des co-répresseurs

transcriptionnels tels que SMRT (« Silencing mediator of retinoic acid transcription ») qui

réprime la transcription par son activité histone-déacetylase (123). La p65 peut également

interagir avec un autre co-répresseur nommé AES (« Amino-terminal enhancer of split ») ce

qui conduit à la répression de gènes dépendants de p50/p65, tel que l’IL-6 (124).
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Après cette présentation générale, non exhaustive, sur le fonctionnement des facteurs

Rel/NF-κB, nous allons maintenant nous intéresser à ce qui concerne directement mon travail

de thèse, à savoir l’implication de ces facteurs dans le contrôle de l’apoptose et de la

prolifération.

2. Implication des facteurs Rel/NF-κκκκB dans l’apoptose et la prolifération

L’apoptose ou mort cellulaire programmée se caractérise par une suite d’événements

rapides : condensation cellulaire, invagination, fragmentation de protéines, condensation de la

chromatine, dégradation de l’ADN, formation de corps apoptotiques… suivis de la

phagocyose de cette cellule mourante par les cellules voisines. Le programme apoptotique

met en jeu l’activation de cystéine protéases nommées caspases. La famille des caspases peut-

être subdivisée en 2 sous catégories : les caspases en amont ou caspases effectrices et les

caspases en aval ou caspases exécutrices. Les caspases en amont vont essentiellement servir à

transduire et amplifier le signal apoptotique vers les caspases en aval, celles qui clivent

spécifiquement de nombreux substrats. Par exemple, le clivage de I-CAD (inhibitory of

caspase-activated Dnase) par la caspase 3 permet la libération de la nucléase CAD (caspase-

activated Dnase) qui coupe l’ADN génomique entre les nucléosomes. L’initiation du

processus apoptotique a essentiellement lieu au niveau de 2 sites cellulaires, la membrane par

les récepteurs à domaine de mort ou les mitochondries. Ces 2 voies peuvent indépendamment

induire l’apoptose, néanmoins la voie mitochondriale renforce régulièrement la voie activée

par les récepteurs à domaine de mort via un intermédiaire moléculaire, Bid, qui est activé par

clivage par la caspase 8, caspase activée par les récepteurs à domaine de mort. Le processus

apoptotique met en jeu de nombreux acteurs moléculaires qui agissent positivement ou

négativement sur l’activation des caspases. De nombreuses protéines vont inhiber l’activation

des caspases : c-Flip, les IAPs, les membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2… D’autres

vont au contraire activer les caspases : les membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2, de

nombreuses protéines mitochondriales quand elles seront relarguées dans le cytoplamse

comme Apaf1, le cyt.c, les AIF, Smac... L’apoptose est impliquée dans de nombreux

processus normaux tels que la morphogenèse de différents organes, la sélection négative de

cellules indésirables telles que les neurones ayant établis de mauvaises connexions ou des

thymocytes reconnaissant des peptides du soi. Une mauvaise régulation du processus

apoptotique conduira à l’apparition de nombreuses pathologies telles que des défauts pendant
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le développement, des maladies auto-immunes, neuro-dégénératives ou à l’apparition de

cancer (pour revue voir (125-132)).

La prolifération cellulaire est sous le contrôle de nombreuses protéines. La progression

de la cellule dans toutes les phases du cycle cellulaire dépend essentiellement de l’activation

de complexes CDK-cycline spécifiques. L’activité de ces complexes CDK-cycline est inhibée

par la présence de CKI. Il existe 2 familles de CKI : la 1ère inhibe un large spectre de

complexes CDK-cycline (p21, p27 et p57) alors que la 2ième est spécifique du complexe

CDK4-cyclineD (p14, p15, p16 et p18). D’une façon générale on reconnaît 2 voies de

contrôle du cycle cellulaire : la voie Rb et la voie p53. De façon très succincte, p16 en

inhibant l’activité du complexe CDK4-cyclineD inhibe la phosphorylation de Rb et permet

donc de maintenir Rb sous sa forme hypophosphorylée, forme permettant la rétention sous

forme inactive de E2F, facteur de transcription induisant l’expression de protéines nécessaires

à la prolifération des cellules. D’autre part, p14 participe à la stabilisation de p53, qui induit

p21, lequel inhibe l’activité de complexes CDK-cycline.  Des protéines impliquées dans le

contrôle de la prolifération, telles que p53 et E2F pourront également participer au processus

apoptotique. Comme pour l’apoptose, un dysfonctionnement dans le contrôle de la

prolifération conduira à l’apparition de pathologies comme les cancers. Bien sûr, des

dysfonctionnements, et dans le contrôle de l’apoptose (diminuer), et dans le contrôle de la

prolifération (augmenter) agiront en synergie pour augmenter la croissance cellulaire

favorisant ainsi l’apparition de cancer (pour revue voir (133-143)).

Un ensemble de données suggère une implication des facteurs Rel/NF-κB dans la

survenue de cancer donc dans le contrôle de l’apoptose et de la prolifération. D’abord v-Rel,

l’homologue viral de c-Rel, provoque l’apparition de tumeurs chez le poulet. De plus, des

régions génomiques codant certains facteurs Rel/NF-κB présentent des réarrangements et

amplifications dans plusieurs cancers humains (pour revue voir (144-146)). Une activation

constitutive Rel/NF-κB a été mise en évidence dans des processus de transformation induit

par LMP1 (147), dans la carcinogénèse de la peau (148), dans des cancers mammaires (105,

149), dans des carcinomes hépatiques (150), ainsi que dans des lymphomes (151). De

nombreuses études destinées à caractériser le rôle des facteurs Rel/NF-κB dans l’apoptose et

la prolifération ont été réalisées, menant parfois à des résultats cohérents, parfois à des

résultats qui le sont moins. Deux grands types de stratégies ont été utilisés, l’inhibition des

facteurs Rel/NF-κB ou au contraire l’induction d’une activité Rel/NF-κB transitoire ou
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constitutive, et l’analyse des phénotypes résultants. Ces 2 stratégies ont été réalisées in vitro

et/ou in vivo selon les cas.

2.1.  Les facteurs Rel/NF-κB dans l’apoptose

2.1.1. Des facteurs anti-apoptotiques

La délétion chez la souris de rela a des effets majeurs sur l’apoptose puisque les

embryons rela -/- meurent entre E15 et E16 à cause d’une apoptose massive dans le foie. Ces

résultats suggèrent que RelA est nécessaire à la survie des cellules hépatiques (152). La

délétion de c-Rel ou de NF-κB1 a un effet plus discret sur l’apoptose. En effet, la délétion de

l’un ou l’autre de ces membres induit une augmentation d’apoptose des lymphocytes B

stimulés par des agents mitogènes (153). Néanmoins, la délétion de différents autres membres

de la famille Rel/NF-κB ou IκB induit peu d’effets sur l’apoptose (154-157). Dans la plupart

des cas on pense que la redondance fonctionnelle entre les facteurs Rel/NF-κB explique

pourquoi la délétion de la plupart des membres n’induit aucun phénotype majeur sur

l’apoptose. Cette hypothèse est confortée par le phénotype des embryons déficients à la fois

en RelA et c-Rel, qui meurent encore plus précocement (E13.5) par apoptose massive du foie

(158). L’inactivation des différents composants de l’ « IKK signalsome », qui contrôle la

dégradation de IκB, a fourni d’autres informations sur le rôle des facteurs Rel/NF-κB. La

délétion de ikkb induit, comme précédemment, la mort de l’embryon par apoptose massive du

foie entre E12.5 et E14. Le TNF-α ou l’IL-1α ne peuvent induire une activité Rel/NF-κB

dans des fibroblastes dérivés de ces embryons, confirmant la perte d’activité inductible

Rel/NF-κB (159). Par contre, la délétion de ikka n’induit ni cette létalité embryonnaire, ni

cette apoptose massive du foie. Mais les fibroblastes dérivés de ces embryons présentent

toujours une activation des facteurs Rel/NF-κB en réponse au TNF-α, à l’IL-1β ou au LPS

(103, 160). Ceci indique, et cela a été confirmé par une autre étude, que IKKα n’est pas

nécessaire à l’activation des facteurs Rel/NF-κB en réponse à ces agents proinflammatoires

(161). La délétion de nemo, la sous unité non catalytique de l’ « IKK signalsome », induit

également une létalité embryonnaire entre E12.5 et E13 par apoptose massive du foie, et les

fibroblastes dérivés de ces embryons ne présentent aucune activité Rel/NF-κB en réponse à

ces différentes cytokines (162). L’ensemble de ces données montre que IKKβ et NEMO sont

nécessaires à la stimulation d’une activité Rel/NF-κB en réponse à des cytokines
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inflammatoires et que cette activité est nécessaire à la survie de l’embryon et en particulier à

la survie des cellules hépatiques. Les fibroblastes dérivés des souris RelA-/- présentent une

sensibilité accrue à l’apoptose induite par le TNF-α (163). Les embryons RelA-/-TNF-/- ou

TNFR1-/-IKKβ-/-, résultant des croisements entre souris RelA+/- et TNF-/- ou TNFR1-/- et

IKKβ+/- respectivement, sont viables sans apoptose des cellules du foie (159, 164).

L’ensemble de ces résultats montre l’importance de l’activité Rel/NF-κB inductible par le

TNF-α, dans la résistance des cellules hépatiques contre l’effet cytotoxique du TNF-α,

pendant le développement embryonnaire.

Dans le même esprit, la surexpression ciblée de IκBα dans l’épiderme montre

l’implication des facteurs Rel/NF-κB dans la survie des kératinocytes. En effet, l’inhibition de

l’activité Rel/NF-κB dans l’épiderme conduit à une augmentation de l’apoptose spontanée des

kératinocytes (165).

Parallèlement à ces magnifiques travaux in vivo, de nombreuses études in vitro ont

montré et confirmé cette fonction anti-apoptotique des facteurs Rel/NF-κB. Tout d’abord de

nombreux agents, tels que l’insuline dans des CHO, Akt dans des fibroblastes, l’intégrine

α5β3 dans les cellules endothéliales, ou les LPS dans des cellules dérivées d’un lymphome

exercent leur activité anti-apoptotique via l’induction d’une activité Rel/NF-κB (166-169). De

plus, la surexpression directe de c-Rel ou RelA protège de l’apoptose induite par le TNF-α et

par le FasL dans les cellules HeLa (170, 171). L’inhibition des facteurs Rel/NF-κB, obtenue

en surexprimant un IκBα super-répresseur, c’est-à-dire non phosphorylable et donc non

dégradable, ou par traitement par des inhibiteurs pharmacologiques, induit une sensibilisation

des cellules  B, de cellules dérivées de fibrosarcomes ou de cellules épithéliales, à différents

traitements pro-apoptotiques (172-175).

2.1.2. Des facteurs pro-apoptotiques

Comme nous venons de le voir, de nombreuses études montrent que les facteurs

Rel/NF-κB sont des facteurs anti-apoptotiques. Cependant, il est également établi que les

facteurs Rel/NF-κB peuvent aussi se comporter comme des facteurs pro-apoptotiques. Ce rôle

a été suggéré en 1993 au laboratoire avant même que les effets anti-apoptotiques aient été

démontrés. En effet, l’induction et l’activation de c-rel est associée à la survenue de

l’apoptose, et sa surexpression peut induire l’apoptose dans des cellules dérivées de la moelle

osseuse. Cet effet est spécifique du type cellulaire puisqu’il n’est pas observé dans des
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fibroblastes embryonnaires (176, 177). La surexpression de RelA induit également l’apoptose

de lignées cellulaires pro-B (178).

L’induction d’une activité Rel/NF-κB peut induire l’apoptose dans de nombreuses

situations. Par exemple, les facteurs Rel/NF-κB sont impliqués dans l’apoptose induite par la

privation de sérum dans des cellules B et des cellules 293 (179, 180), par une ischémie

cérébrale focale (181) et par le facteur de transcription p53 dans des cellules dérivées

d’ostéosarcome (182).

D’autre part, l’inhibition de l’activité Rel/NF-κB protège de l’apoptose induite par

différents agents. L’inhibition de l’activité Rel/NF-κB par la p38 MAPK protège de

l’apoptose induite par les UV dans des mélanocytes (183). L’inhibition de l’activité Rel/NF-

κB par l’acide salicylique protège de l’apoptose induite par le glutamate dans des neurones

(184) ou bien l’inhibition de cette activité par l’inhibiteur pharmacologique PDTC protège de

l’apoptose induite par l’étoposide ou par l’arabinofuranosylcytosine dans des promyélocytes

(185). Enfin, les souris dépourvues de IKKα présentent une diminution de l’apoptose au

niveau du mésenchyme interdigital, suggèrant que les facteurs Rel/NF-κB dans ce tissu et à ce

stade de développement exercent un effet pro-apoptotique (160).

L’ensemble de ces données montre que les facteurs Rel/NF-κB sont impliqués dans

l’apoptose mais avec des effets complètement opposés puisqu’ils peuvent être pro- ou anti-

apoptotiques, en fonction de mécanismes inconnus.

2.1.3. Mécanismes d’action des facteurs Rel/NF-κB dans l’apoptose

Les membres de la famille Rel/NF-κB sont des facteurs de transcription. Tout

naturellement pour comprendre les mécanismes cellulaires engagés par ces facteurs dans le

contrôle de l’apoptose, l’on a recherché les gènes dont ils régulent l’expression. Plusieurs

gènes cibles impliqués dans la fonction anti-apoptotique ont été décrits; par contre, beaucoup

moins ont été clairement impliqués dans la fonction pro-apoptotique.

Comme nous l’avons vu précédemment, les facteurs Rel/NF-κB sont particulièrement

impliqués dans la protection contre l’apoptose induite par le TNF-α. Celui-ci active son

récepteur, le TNFR1, qui contient un domaine d’interaction protéine-protéine appelé le

domaine de mort dans sa partie intra-cytoplasmique. Il a déjà été montré que les facteurs

Rel/NF-κB protègent de l’apoptose quand celle-ci est initiée par différents récepteurs à
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domaine de mort : TRAILR, TNFR et Fas (170, 175, 186, 187). Le TNFR activé va recruter

les protéines TRADD et FADD, deux autres protéines à domaine de mort. FADD possède un

2ième domaine d’interaction protéine-protéine appelé DED pour « death effector domain » qui

lui permet de recruter et d’activer la caspase-8. La caspase-8 activée va ensuite cliver et

activer les caspases en aval et/ou va activer Bid en le clivant, un membre pro-apoptotique de

la famille Bcl-2. La relocalisation dans la mitochondrie de Bid clivé entraîne la libération du

cytochrome c et la cascade d’événements qui s’ensuit. Les récepteurs à domaine de mort, tels

que TRAILR et Fas, induisent l’apoptose via les mêmes intermédiaires moléculaires (125,

188-190). Les facteurs Rel/NF-κB pourront exercer leurs effets anti-apoptotiques à différents

niveaux dans la voie de transduction du signal apoptotique, du récepteur jusqu’aux effecteurs

de l’apoptose et avec 2 sites d’action privilégiés : au niveau du récepteur où la première

caspase est activée ou au niveau mitochondrial où le signal est intégré et amplifié.

L’expression des protéines c-IAP1, c-IAP2 et XIAP (« Inhibitor of Apoptosis

Protein ») peut être induite par les facteurs Rel/NF-κB après activation de ceux-ci par le TNF-

α et ainsi exercer un effet anti-apoptotique (191-194). L’expression des protéines TRAF1 et

TRAF2 (« TNF Receptor Associated Factor ») peut également être induite par les facteurs

Rel/NF-κB en réponse au TNF-α et exercer un effet anti-apoptotique (193 , 195). Les

protéines c-IAP1, c-IAP2, TRAF1 et TRAF2 pourraient agir de façon synergique pour

bloquer l’activation de la caspase-8, caspase en amont de la cascade de caspases, au niveau du

TNFR (193). Les protéines IAP peuvent également directement lier et inhiber l’activité de

certaines caspases (la 3, la 7 et la 9), plutôt les caspases en aval de la cascade de caspase (pour

revue voir (196)). L’expression de la protéine A20 induite par les facteurs Rel/NF-κB peut

également exercer un effet anti-apoptotique. Les propriétés anti-apoptotiques de A20 sont

illustrées par le fait que les souris déficientes en A20 présentent une hypersensibilité au TNF-

α  (197-199). La plupart de ces protéines peuvent interagir entre elles, directement ou

indirectement,  au niveau du récepteur. Il a été montré par exemple que le TNFR peut

interagir avec TRAF2 et TRAF1 (200, 201), avec les IAP (200) ou avec A20 (202), TRAF2

peut interagir avec les IAP (200, 203) ou avec A20 (204, 205). Toutes ces protéines

interférant avec la transduction du signal à partir du TNFR vont donc en plus de leur effet

anti-apoptotique modifier positivement ou négativement l’activation des facteurs Rel/NF-κB

en réponse au TNF-α (190, 192, 199, 205 , 206-208). Cela suggère l’existence de boucles de

régulation positives et négatives entre ces différentes protéines et l’activité Rel/NF-κB.
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Outre le site d’induction du signal pro-apoptotique au niveau du TNFR où les facteurs

Rel/NF-κB peuvent exercer un premier effet anti-apoptotique, il semble qu’ils puissent

également exercer un effet anti-apoptotique au niveau de la mitochondrie. En effet,

l’expression de protéines de la famille Bcl-2, Bcl-2 lui-même, Bcl-xL ou Bfl1/A1, peut être

induite par les facteurs Rel/NF-κB et ainsi exercer un effet anti-apoptotique, notamment pour

protéger de l’apoptose induite par le TNF-α  (209-215). Il semble, le plus souvent, que seules

quelques unes de ces protéines anti-apoptotiques sont induites dans un contexte donné (193,

195, 216). Les facteurs Rel/NF-κB pourraient aussi agir par d’autres mécanismes, par

exemple une activité Rel/NF-κB induirait l’expression de p21, laquelle serait nécessaire à

l’effet anti-apoptotique des facteurs Rel/NF-κB contre l’apoptose induite par le TNF-α  (217).

De façon surprenante, les facteurs Rel/NF-κB pourraient également avoir un effet anti-

apoptotique indépendamment de leur activité transcriptionnelle (218).

L’activation des caspases pendant le processus apoptotique pourrait induire

l’inactivation des facteurs Rel/NF-κB soit par clivage de IκBα et formation d’un inhibiteur

non dégradable et donc constitutif, ou soit par clivage de p65 et p50 et formation de mutants

dominants négatifs. L’apoptose pourrait alors se dérouler parce qu’elle ne serait plus inhibée

par les facteurs Rel/NF-κB actifs (219-221).

Très peu de gènes cibles pro-apoptotiques régulés par les facteurs Rel/NF-κB ont été

caractérisés. Les inhibiteurs de topoisomèrase II, l’étoposide et le téniposide, induisent

l’apoptose de lignées T. Cette apoptose nécessite l’expression du FasL, laquelle est contrôlée

par les facteurs Rel/NF-κB (222, 223). L’expression de Fas, le récepteur du FasL, pourrait

aussi être régulée par les facteurs Rel/NF-κB (224). Paradoxalement, les facteurs Rel/NF-κB

possèdent la capacité de protéger de l’apoptose induite par le FasL (170).

Les autres mécanismes par lesquels les facteurs Rel/NF-κB pourraient induire

l’apoptose sont encore très discutés.  Les facteurs Rel/NF-κB pourraient induire l’apoptose

dans des cellules pro-B en réprimant l’expression du gène de survie Bcl-2 (225) mais d’autres

données suggèrent que les facteurs Rel/NF-κB protègerait les cellules B de l’apoptose en

induisant l’expression de Bcl-2 (209). Bcl-2 pourrait exercer une partie de son activité anti-

apoptotique en régulant l’activité Rel/NF-κB. Bcl-2 réprimerait l’activité Rel/NF-κB en

diminuant le potentiel transactivateur de p65, suggèrant un effet pro-apoptotique des facteurs

Rel/NF-κB (180). De façon contradictoire, Bcl-2 pourrait exercer une partie de son action



20

anti-apoptotique en déstabilisant IκBα et en induisant les facteurs Rel/NF-κB, suggèrant un

effet anti-apoptotique des facteurs Rel/NF-κB (226).

La p53, protéine qui participe au contrôle de l’apoptose, et les facteurs Rel/NF-κB

peuvent être en relation. D’abord, un ensemble de données suggère que p53 peut être induit

transcriptionnellement ou stabilisé selon les cas, par les facteurs Rel/NF-κB (227, 228). A

l’inverse, p53 pourrait induire une activité Rel/NF-κB (182). Dans d’autres cas, ces facteurs

pourraient s’inhiber mutuellement, soit par compétition pour les cofacteurs transcriptionels

CBP/p300, soit par interaction protéine-protéine directe (229-231). Sur un plan fonctionnel,

on retrouve ces contradictions. En effet, lors d’une induction d’apoptose p53-dépendante par

la doxorubicine, p53 médierait son effet pro-apoptotique via l’induction d’une activité

Rel/NF-κB, alors que lors d’une induction d’apoptose p53-dépendante par des radiations aux

rayons X, p53 médierait son effet pro-apoptotique via l’inhibition d’une activité Rel/NF-κB

(182, 232).

A travers ce paragraphe, nous avons vu que les facteurs Rel/NF-κB agissent

clairement sur l’apoptose. Néanmoins, de nombreuses contradictions et questions soulignées

subsistent. Dans le vaste monde Rel/NF-κB, il y a un consensus pour dire que de nombreuses

drogues anti-cancéreuses telles que la camptothecine, la daunomycine, l’étoposide, le

cisplatine, le taxol… vont induire une activité Rel/NF-κB (233-235). Par contre, il y a de

nombreuses contradictions pour savoir si cette induction des facteurs Rel/NF-κB se traduit par

un effet anti- ou pro-apoptotique, avec pour finalité de cette discussion savoir, comme cela est

envisagé par certains, si l’inhibition de l’activité Rel/NF-κB renforcerait l’effet de ces drogues

en chimio-thérapie (236). Par exemple, un premier groupe montre qu’une activité Rel/NF-κB

serait nécessaire à l’apoptose induite par le taxol (237) alors qu’un second montre que

l’inhibition de l’activité Rel/NF-κB sensibiliserait certaines cellules à l’apoptose induite par

ce même taxol (238). De façon tout aussi paradoxale, les facteurs Rel/NF-κB peuvent

présenter des effets pro-apoptotiques, anti-apoptotiques ou n’avoir aucun effet, en réponse à

certaines de ces drogues, comme les inhibiteurs de topoisomèrase. En effet, celles-ci

induiraient l’apoptose via l’induction d’une activité Rel/NF-κB (222). Pourtant, l’inhibition

d’activité Rel/NF-κB n’a pas d’effet sur la survie des cellules traitées par ces drogues anti-

cancéreuses (239), voire même sensibilise les cellules à l’apoptose induite par ces différentes

drogues (240, 241).
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2.2.  Les facteurs Rel/NF-κB dans la prolifération

Comme pour l’apoptose, les données sur les effets des facteurs Rel/NF-κB sur le

contrôle de la prolifération sont contradictoires puisque les facteurs Rel/NF-κB peuvent avoir

des effets anti- ou pro-prolifératifs.

Par exemple, les cellules B et T matures, issues de souris c-Rel-/-, n’auront plus la

capacité de répondre à divers stimuli mitogèniques suggérant une action pro-proliférative de

c-Rel dans ce cas particulier (153, 157). Mais de façon opposée, des souris qui expriment un

mutant dominant négatif de c-Rel (la protéine c-Rel dans laquelle le domaine transactivateur a

été tronqué) présentent une hyperplasie des cellules lymphoïdes (242). L’induction d’une

activité Rel/NF-κB après une hépatectomie serait nécessaire à la régénération du foie, par son

action positive sur le cycle cellulaire, cet effet pro-prolifératif s’ajoutant à un effet anti-

apoptotique (243). De la même façon, les facteurs Rel/NF-κB pourraient présenter un effet

anti-apopotique et pro-prolifératif sur des cellules dérivant de tumeur de Hodgkin (lymphome)

(151). D’une manière plus générale, les facteurs Rel/NF-κB semblent impliqués dans des

phénomènes de transformation induits par Raf, Ras dans des hepatocytes ou LMP-1 dans des

fibroblastes (147, 244, 245). L’expression stable de IκBα dans les cellules HeLa ou dans des

fibroblastes primaires ralentit la prolifération de ces cellules (246, 247). Parallèlement à ces

études, il a été montré que la cycline D1, laquelle est impliquée dans la progression à

l’intérieur de la phase G1, pouvait être une cible transcriptionnelle des facteurs Rel/NF-κB

dans des myoblastes et des fibroblastes  (246, 248, 249).

En parallèle de ces études qui suggèrent un rôle pro-prolifératif des facteurs Rel/NF-

κB, d’autres montrent au contraire, essentiellement dans des cellules épithéliales, une action

anti-proliférative des facteurs Rel/NF-κB. En effet, les embryons déficients en IKKα

présentent une hyperplasie de l’épiderme que l’on peut corréler à une absence d’activité

Rel/NF-κB constitutive dans les kératinocytes en cours de différenciation (103, 160). Les

embryons nemo -/- meurent pendant le développement embryonnaire (162), par contre les

embryons nemo +/- sont viables et présentent également une hyperplasie de l’épiderme avec

une augmentation de la prolifération des kératinocytes (250). Pour confirmer cette action anti-

proliférative des facteurs Rel/NF-κB, d’autres ont montré in vivo comme in vitro que la

surexpression de IκBα induit une hyperplasie de l’épiderme alors que la surexpression de p50

ou RelA induit une hypoplasie de l’épiderme (104, 251). L’hyperplasie induite par la

surexpression de IκBα peut s’accompagner de la formation spontanée de carcinomes (252).
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En culture, les kératinocytes surexprimant RelA ou p50 prolifèrent moins vite et accumulent

p21 (sans induction ni stabilisation de p53) (104, 251). La surexpression de c-Rel dans des

cellules HeLa bloque la prolifération de ces cellules avec stabilisation de p53 et induction de

p21 (228); par contre la surexpression de c-Rel dans des cellules pro-B n’a aucun effet, alors

que la surexpression de RelA dans ces cellules bloque la prolifération mais sans accumulation

des protéines p53 ou p21 (178).

Ces effets antagonistes (pro et/ou anti) des facteurs Rel/NF-κB sur l’apoptose et la

prolifération sont peu compris. De nombreux auteurs ont regardé pendant longtemps les effets

de ces facteurs, uniquement sur la prolifération ou sur l’apoptose. Le point de départ de mon

travail a été l’étude, dans un même modèle cellulaire, des effets de la surexpression d’un

membre transcriptionnellement actif de la famille Rel/NF-κB, c-Rel, à la fois sur la

prolifération et l’apoptose.
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DISCUSSION et CONCLUSION
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L’objectif de ce travail était de caractériser les effets de c-Rel sur la prolifération et

l’apoptose puis d’essayer de mettre en évidence les mécanismes par lesquels c-Rel pouvait

agir sur ces processus.

L’ensemble de nos résultats font ressortir un certain nombre de notions nouvelles

quant aux fonctions biologiques de c-Rel.

1. c-Rel peut entraîner la cellule vers un arrêt de prolifération couplé à une résistance à

l’apoptose

Les résultats décrits dans le chapitre précédent montrent que c-Rel peut induire dans

les celulles épithéliales  à la fois un arrêt de prolifération et une résistance à l’apoptose et que

ces deux effets sont dûs à l’induction de la MnSOD. L’induction de la MnSOD conduit à

l’accumulation de H2O2, lequel participe à l’effet anti-prolifératif de c-Rel. Ces

démonstrations ont été obtenues dans les cellules HeLa et nous supposons que ces mêmes

événements peuvent survenir dans les kératinocytes puisque la MnSOD y est également

induite. Comment H2O2 exerce son effet anti-prolifératif n’est pas clair. Néanmoins cet effet

pourrait être dû à l’induction de dommages oxydants, notamment sur les macromolécules

comme l’ADN nucléaire et mitochondrial. Ces dommages au niveau du noyau pourraient

activer des inhibiteurs du cycle cellulaire comme p53 et p21 (268, 291). Néanmoins, dans nos

conditions expérimentales, p53 et p21 ne semblent pas impliqués dans l’effet anti-prolifératif

de c-Rel (voir paragraphe 5). Le site de production de H2O2 par la MnSOD étant la

mitochondrie, il est possible que l’H2O2 ainsi produit agisse principalement sur la

mitochondrie et notamment sur l’ADN et les protéines mitochondriales. Ainsi, H2O2 pourrait

altérer l’activité mitochondriale, laquelle est nécessaire à la prolifération cellulaire puiqu’elle

est le centre de production de l’énergie de la cellule (292, 293).

Dans les cellules HeLa, l’effet anti-apoptotique de la MnSOD après induction de

l’apoptose par le TNF-α a été clairement mis en évidence. Il est probable qu'elle participe à

cet effet également dans les kératinocytes puisque, dans la littérature, il a été montré que la

MnSOD protège de la toxicité du TNF-α dans d’autres types cellulaires (254, 294). La

MnSOD seule n’est pas suffisante pour médier l’effet anti-apoptotique contre l’apoptose

induite par TRAIL, puisque la seule élimination du récepteur leurre DcR1 suffit à rendre les

cellules sensibles à TRAIL. Néanmoins ces résultats n’excluent pas la possibilité que la

MnSOD puisse participer, en collaboration avec DcR1, à l’effet protecteur contre l’apoptose
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induite par TRAIL. De plus, l’induction de DcR1 semble tissu-spécifique puisqu’elle n’est

pas observée dans les kératinocytes, d’après les résultats obtenus par DNA array. L’ensemble

de ces données suggère que l’induction de la MnSOD est importante pour l’effet protecteur

contre l’apoptose induite par le TNF-α. Nous n’avons pas déterminé pour le moment son rôle

éventuel de protection contre d’autres agents pro-apoptotiques producteurs ou non de ROS, et

en particulier d’O2
.-.

Ainsi c-Rel, via la MnSOD, pourrait réguler les niveaux de 2 types de ROS dans les

mitochondries, l’O2
.- et l’H2O2. La capacité des cellules exprimant c-Rel à éliminer plus

efficacement l’O2
.- pourrait les protéger des agents pro-apoptotiques exercant une partie de

leur toxicité via la production d’O2
.-, comme le TNF-α (295, 296), mais l’augmentation

d’H2O2 bloquerait la prolifération de ces cellules.

2. c-Rel peut entraîner la cellule vers un arrêt de prolifération couplé à l’apparition

d’altérations morphologiques

Dans le chapitre précédent nous avons également montré que l’arrêt de prolifération

induit par c-Rel ou ses effecteurs (MnSOD et H2O2) corrèle avec l’apparition d’altérations

morphologiques dans les cellules HeLa.

En effet, c-Rel induit via la MnSOD et H2O2 l’oxydation de protéines probablement

essentiellement mitochondriales. Les mitochondries oxydées se relocaliseront autour du

noyau où elles pourraient être autophagocytées par les lysosomes. Néanmoins l’H2O2 toujours

produit par les mitochondries oxydées en cours d’autophagocytose pourrait altérer l’activité

des enzymes lytiques des lysosomes. Ces structures oxydées non dégradables pourraient

former des granules de lipofuscine. D’ailleurs il a été montré que dans des fibroblastes qui

présentent une accumulation de protéines oxydées, au cours de la sénescence, il y a une

inhibition de l’activité des protéines lysosomales mais aussi du protéasome qui pourrait

également participer à la dégradation des protéines oxydées. Cette accumulation de protéines

oxydées aboutit à l’accumulation de lipofuscine (297).

L’ensemble de ces résultats suggère que l’induction de la MnSOD, par c-Rel, dans les

cellules épithéliales rend compte des effets anti-prolifératif et anti-apoptique et de l’apparition

des altérations morphologiques. L’induction de cette enzyme anti-oxydante peut donc rendre

compte de la multifonctionnalité de ce facteur de transcription. Les effets anti-prolifératif et

les altérations morphologiques de c-Rel semblent dûs à l’accumulation de H2O2. La survenue
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de ces événements pourrait donc dépendre de l’équipement anti-oxydant des cellules, et

particulièrement du statut d’expression des enzymes chargées de l’élimination de H2O2.

Certaines lignées cellulaires présentant une activité Rel/NF-κB constitutive sans que celle-ci

ne semble avoir d’effets anti-prolifératif ont été décrites (150, 151); il serait intéressant

d’examiner l’équipement anti-oxydant de ces cellules.

3. L’arrêt de prolifération, la résistance à l’apoptose et les altérations morphologiques

induits par c-Rel pourraient correspondre à de la sénescence

Les cellules HeLa nous ont permis de caractériser différentes facettes de c-Rel : anti-

apoptotique et anti-prolifératif. Ces effets sur l’apoptose et la prolifération s’accompagnent de

modifications intra-cellulaires telles qu’une relocalisation des mitochondries et

l’accumulation de lipofuscine. Nombre de ces phénotypes apparaissant durant la sénescence

cellulaire, nous nous sommes demandés si c-Rel pouvait y participer. Pour cela nous avons

réalisé des études sur des cellules primaires humaines épithéliales (kératinocytes) et sur des

fibroblastes primaires humains. Nous avons montré que la surexpression de c-Rel induit la

sénescence prématurée des 2 types cellulaires.

La sénescence normale des kératinocytes s’accompagne d’une augmentation d’activité

Rel/NF-κB avec augmentation de l’expression de la MnSOD. c-Rel, via la MnSOD, dans les

cellules épithéliales transformées HeLa, induit plusieurs processus caractéristiques de la

sénescence à savoir un arrêt de prolifération, une résistance à l’apoptose induite et une

accumulation de lipofuscine. Nous proposons donc que les facteurs Rel/NF-κB participent à

la sénescence des kératinocytes via, au moins en partie, l’induction de la MnSOD. Cette

induction exercerait un effet anti-apoptotique et entrainerait l’accumulation d’H2O2.

Par contre, bien que la surexpression de c-Rel induise la sénescence prématurée des

fibroblastes, les facteurs Rel/NF-κB ne participent pas à la sénescence normale de ces

cellules. Néanmoins, la COX2, qui est induite par c-Rel, est aussi accumulée, par un

mécanisme non caractérisé, dans les fibroblastes sénescents. La COX2 participe à la

sénescence prématurée induite par c-Rel et donc pourrait participer à la sénescence normale

de ces cellules.

L’ensemble de ces résultats montre que dans les 2 cas c-Rel pourrait induire la

sénescence via la production d’un stress oxydant. En effet, l’induction de la MnSOD et le

déséquilibre entre les SODs et GPX/catalase qui en résulte, ou l’induction de l’enzyme pro-
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oxydante COX2, pourraient aboutir à la production de ROS. De même, durant la sénescence

normale des kératinocytes et des fibroblastes, où s’accumulent respectivement la MnSOD et

la COX2, l’accumulation de ROS pourrait être un facteur clé de la sénescence. D’ailleurs, il

est bien connu que des traitements par des oxydants induisent une sénescence prématurée

(268, 291, 298, 299), alors qu’au contraire des anti-oxydants peuvent prolonger la durée de

vie de cellules en culture (300).

L’accumulation de dommages oxydants participerait également au vieillissement des

organismes. Il a été mis en évidence une corrélation entre la durée de vie des mammifères et

leur capacité à résister à différents stress dont les stress oxydants. En effet, des fibroblastes

dérivés d’organismes variés résistent mieux au stress quand ils proviennent d’espèces qui ont

une durée de vie longue (301). Chez Caenorhabditis elegans, un traitement par des

mimétiques des SOD/catalase accroît la durée de vie. J’insiste sur le fait que ces composés ont

une activité SOD et catalase, ne perturbant pas ainsi l’équilibre entre les SODs et le système

GPX/catalase (302). D’ailleurs, des cellules dérivées d’individus atteints d’un syndrome de

vieillissement prématuré, qu’est le syndrome de Down, présentent une augmentation de

l’activité Cu/ZnSOD et donc un déséquilibre entre les SODs et le système GPX/catalase. Ces

cellules en culture sénescent plus rapidement que les cellules dérivées d’individus contrôles

(291). Chez la souris, des études de transcriptome montrent que des cerveaux issus de souris

âgées accumulent des transcripts impliqués dans la réponse immunitaire et le stress oxydant

(289). Pour appuyer toutes ces données, des souris p66shc-/- ont une durée de vie accrue

d’environ 30%; or des cellules dérivées de ces souris présentent une meilleure résistance à

l’H2O2 (303). Il semble donc bien que l’accumulation de ROS soit impliquée aussi bien dans

la sénescence cellulaire que dans le vieillissement.

La sénescence cellulaire et le vieillissement ont donc en commun l’accumulation de

ROS, et cette accumulation semble participer activement à ces 2 processus. c-Rel induit la

sénescence cellulaire probablement par l’accumulation de ROS, est-ce que ces facteurs

peuvent participer au vieillissement ? Peu de données associant les facteurs Rel/NF-κB au

vieillissement sont disponibles actuellement. Néanmoins, quelques études ont montré une

corrélation entre l’activité Rel/NF-κB et le vieillissement de certains organes. Le

vieillissement du foie, du cœur, du cerveau et de la muqueuse gastrique s’accompagne d’une

augmentation d’activité Rel/NF-κB (267, 304-306). Dans le rein il a été montré que cette

augmentation d’activité Rel/NF-κB s’accompagnait d’une augmentation d’expression de

l’enzyme pro-oxydante COX2 (307).
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Ainsi, les facteurs Rel/NF-κB pourraient participer au vieillissement cellulaire in vitro

et in vivo en induisant un stress oxydant. Il reste à investiguer clairement, notamment dans la

peau, l’éventuel participation des facteurs Rel/NF-κB dans le vieillissement et la participation

des ROS. Un modèle d’étude intéressant pourrait être le viellissement prématuré induit par les

UV appelé « photoaging ». En effet, les UV sont connus pour induire un vieillissement

prématuré de la peau, lequel impliquerait la production de ROS. Comme les UV sont connus

pour activer les facteurs Rel/NF-κB, l’implication de ces facteurs dans le « photoaging »

pourrait être étudié (308-311).

4. Les médiateurs des effets de c-Rel sur l’apoptose

La surexpression de c-Rel induit des effets antagonistes sur l’apoptose des cellules

épithéliales transformées (HeLa) et des cellules épithéliales normales (kératinocytes), puisque

c-Rel exerce à la fois des effets pro- et anti-apoptotique dans ces 2 types cellulaires. L’effet

anti-apoptotique a été observé après induction d’apoptose par le TNF-α et TRAIL dans les

cellules HeLa, ou après induction d’apoptose par le TNF-α dans les kératinocytes.

Des gènes pro- et anti-apoptotiques dont l’expression pouvait être augmentée par les

facteurs Rel/NF-κB ont été examinés dans les cellules HeLa et/ou les kératinocytes, en ARN

et/ou en protéine (Tableau 1). Bien sûr, les résultats obtenus par DNA Array ont permis

d’évaluer l’induction en ARN d’un nombre relativement important de gènes pro- et anti-

apoptotiques, même si ces expériences n’ont pas été réalisées dans de très bonnes conditions

dans les cellules HeLa (mise au point de la technique).

Ainsi, dans les cellules épithéliales, c-Rel pourrait exercer son effet anti-apoptotique à

plusieurs niveaux dans la cascade d’événements conduisant à l’apoptose. Il peut agir en

empêchant l’activation du TRAILR par compétition pour la liaison de TRAIL, en induisant

l’expression d’un récepteur leurre DcR1 dans les cellules HeLa. Il pourrait également agir en

inhibant l’activation de la caspase-8 au niveau du récepteur activé en induisant TRAF1 et A20

(193, 199). Enfin, il peut agir au niveau mitochondrial en induisant la MnSOD.

Fonctionnellement, nous avons testé uniquement l’implication de la MnSOD et de DcR1

contre l’apoptose induite par le TNF-α ou TRAIL respectivement, dans les cellules HeLa.

Ces résultats montrent également qu’un certain nombre de gènes anti-apoptotiques

cibles connus des facteurs Rel/NF-κB comme TRAF2, Bcl-2, Bfl1/A1, Bcl-xL ou c-IAP2, ne

sont pas induits par c-Rel dans les cellules testées. Cela suggère que ces gènes cibles anti-
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apoptotiques sont induits de façon tissu-spécifique, comme d’autres l’ont déjà suggéré (193,

195, 216) ou qu’ils sont contrôlés par des facteurs Rel/NF-κB autres que c-Rel. Néanmoins,

Bfl1/A1 et Bcl-xL ont été décrits pour être induits par la surexpression de c-Rel dans les

cellules HeLa (212, 215), ne confortant aucune de ces 2 hypothèses. Il serait important de

comprendre dans quelles situations certains des gènes anti-apoptotiques sont induits et pas les

autres : la régulation de l’expression de ces gènes par les facteurs Rel/NF-κB dépend-elle de

modifications épigénétiques et/ou de l’existence de co-facteurs spécifiques et/ou de la

composition des dimères Rel/NF-κB et/ou du type d’activité Rel/NF-κB

(transitoire/constitutif)…

Peu de données dans la littérature présentent clairement des cibles pro-apoptotiques

des facteurs Rel/NF-κB. p53 pourrait être un candidat ; il en effet induit dans les cellules

HeLa, mais pas dans les kératinocytes dont le taux d’apoptose augmente pourtant après

surexpression de c-Rel. Nos résultats suggèrent plutôt un rôle prépondérant de la MnSOD. En

effet, l’induction de la MnSOD par c-Rel, au moins dans les cellules HeLa, aboutit à

l’accumulation d’H2O2. L’accumulation de dommages oxydants pourrait ainsi conduire les

cellules vers l’apoptose. Néanmoins, il reste à confirmer définitivement l’implication de la

MnSOD dans l’effet pro-apoptotique de c-Rel. Il serait intéressant d’évaluer sa participation

dans l’apoptose induite dans d’autres systèmes expérimentaux, telle que l’apoptose induite par

RelA dans des cellules pro-B (178).

5. Les médiateurs des effets de c-Rel sur la prolifération

Nous avons montré que la surexpression de c-Rel induit une diminution de la

prolifération de tous les types cellulaires étudiés : les cellules HeLa, les kératinocytes et les

fibroblastes. Néanmoins les mécanismes aboutissant à cet effet semblent différents selon les

types cellulaires. Les gènes impliqués dans la prolifération dont l’expression est régulée par c-

Rel dans les différents types cellulaires sont présentés dans le tableau 2.

Il existe peu de données dans la littérature sur les effets anti-prolifératifs des facteurs

Rel/NF-κB et donc encore moins sur les modes d’action. Néanmoins, 2 autres groupes ont

proposé des mécanismes moléculaires. Le premier propose que la surexpression de c-Rel dans

les cellules HeLa stabilise p53 qui va ensuite induire p21 et donc induire un arrêt de

prolifération de ces cellules (228). Le second a montré que la surexpression de p50 ou p65

peut induire l’expression de p21 dans des kératinocytes humains primaires sans que le statut
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de p53 ne soit modifié (251). Dans nos conditions expérimentales, bien que p53 soit stabilisé

par c-Rel dans les cellules HeLa, l’induction de p21 n’a jamais été observée clairement. En

effet, nous observons une induction de p21 tardive et seulement dans une minorité de cellules

dans les cellules transfectées par pEGFP/cRel, alors que nous n’observons pas cette induction

dans ces mêmes cellules infectées par AdRel. Dans les kératinocytes et les fibroblastes, nous

n’observons aucune induction de p53 ou de p21 quand c-Rel est surexprimé.

Nous avons montré que l’effet anti-prolifératif induit par c-Rel dans les cellules HeLa

est dû à l’induction de la MnSOD. Comme la MnSOD est également induite dans les

kératinocytes, nous pensons que l’effet anti-prolifératif de c-Rel dans les kératinocytes serait

également dû à la MnSOD. De plus, les kératinocytes sénescents présentent une augmentation

d’activité Rel/NF-κB et d’expression de la MnSOD, ce qui suggère que la MnSOD sous le

contrôle des facteurs Rel/NF-κB pourrait participer aussi à l’arrêt de prolifération ayant lieu

lors de la sénescence.

Dans les fibroblastes, la MnSOD est induite mais faiblement par rapport à son

induction dans les cellules épithéliales. Par contre la COX2 est induite, et des données

fonctionnelles montrent qu’elle est impliquée dans l’effet anti-prolifératif de c-Rel dans ces

cellules. Bien que l’enzyme impliquée soit différente entre les cellules épithéliales et les

fibroblastes, nous pensons que l’effecteur final pourrait être commun : un stress oxydant.

Dans les kératinocytes, en plus de l’augmentation de la MnSOD, nous observons,

d’après les résultats DNA Array confirmés ensuite par RT-PCR semi-quantitative, une

diminution de l’expression de p55cdc. Or l’expression de cette protéine est associée à la

prolifération alors que son inhibition est associée à l’arrêt de la prolifération (288). Donc c-

Rel pourrait avoir un effet anti-prolifératif dans les kératinocytes en induisant l’expression de

la MnSOD et en réprimant l’expression de p55cdc. Dans la littérature, nous trouvons peu

d’exemples de gènes réprimés par les facteurs Rel/NF-κB. Cette répression pourrait s’exercer

par interaction entre les facteurs Rel/NF-κB avec un co-répresseur transcriptionnel comme

cela a déjà été décrit dans le paragraphe 1.4. de l’introduction (124, 225).

En conclusion, cette étude sur le rôle du facteur de transcription c-Rel dans l’apoptose

et la prolifération nous a permis de mettre en évidence la capacité de c-Rel à induire des

phénotypes variés et parfois opposés dans les cellules épithéliales : des effets anti-prolifératif,

anti-apoptotique et pro-apoptotique. La MnSOD semble impliquée dans ces différents effets.
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Nous avons également décrit l’implication de la COX2 dans l’effet anti-prolifératif de c-Rel

dans les fibroblastes. Nous avons montré l’implication des facteurs Rel/NF-κB dans la

sénescence cellulaire probablement, via l’induction d’un stress oxydant. Enfin, nous avons

décrit un nouveau gène cible anti-apoptotique des facteurs Rel/NF-κB, DcR1.
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RESUME

Les facteurs de transcription Rel/NF-κB sont ubiquistes, mais le plus souvent ils sont

inactifs parce que retenus dans le cytoplasme par les protéines inhibitrices IκB. Leur activité

transcriptionnelle dépend de la dégradation d’IκB et de leur relocalisation dans le noyau.

Lorsque nous avons commencé ce travail il y avait de nombreuses contradictions dans la

littérature quant au rôle de ces facteurs dans le contrôle de la prolifération et de l’apoptose. En

effet, ils apparaissaient comme ayant des activités antagonistes sur ces 2 processus, mais dans

des systèmes expérimentaux très variés. Nous avons donc décrit l’ensemble des effets de c-

Rel, un membre de la famille Rel/NF-κB, sur l’apoptose et la prolifération dans un même

système expérimental. Nous avons ensuite essayé de comprendre les mécanismes

moléculaires par lesquels il agit dans ces processus.

La surexpression de c-Rel, dans des cellules épithéliales transformées, les cellules

HeLa, provoque un arrêt de prolifération, l’accumulation de lipofuscine, une protection contre

l’apoptose induite par le TNFα et en même temps induit une augmentation de l’apoptose.

L’ensemble de ces effets semblent, au moins en partie, dû à l’induction de la MnSOD.

L’induction de la MnSOD induit l’accumulation d’H2O2, lequel, selon son niveau, pourrait

induire un arrêt de prolifération et la formation de lipofuscine, ou bien l’apoptose. Excepté

l’induction d’apoptose, tous ces phénotypes apparaissent lors de la sénescence. Nous avons

donc recherché un rôle des facteurs Rel/NF-κB dans la sénescence et nous avons montré

qu’ils participent à la sénescence de cellules épithéliales normales alors qu’ils n’y participent

pas dans des fibroblastes normaux.

La recherche de gènes cibles par DNA array nous a permis d’une part de caractériser

un nouveau gène cible des facteurs Rel/NF-κB, le récepteur leurre DcR1, responsable de la

résistance à l’apoptose induite par TRAIL et d’autre part de proposer que les facteurs Rel/NF-

κB puissent aussi agir dans la différenciation et la réponse inflammatoire de l’épiderme.
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