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RESUME 

 
 Aujourd’hui, il est reconnu que la consommation des légumes peut contribuer à la 

diminution de risque du développement du cancer colorectal. Les hydroxyphytostérols sont 

issus de végétaux. Ils ont des similitudes structurales avec les oxydes du cholestérol. De 

nombreuses études ont porté sur les propriétés cytotoxiques des oxydes du cholestérol. Des 

formes oxydées du cholestérol et des phytostérols sont présentes dans l’alimentation et 

pourraient avoir des conséquences physiopathologiques encore mal connues. Le 7β-

hydroxysitostérol (7β-OHsito) et le 7β-hydroxycholestérol (7β-OHchol) sont les oxydes les 

plus répandus. Ce travail de thèse a consisté à comparer l'activité de ces deux molécules sur 

les mécanismes impliqués dans la régulation de la croissance des cellules cancéreuses 

coliques humaines, Caco-2.  

Les résultats montrent que les cellules Caco-2 ne présentent pas la même sensibilité 

pour les deux hydroxystérols. En effet nous observons 50% d'inhibition de croissance aux 

doses de 60 µM pour le 7β-OHsito et de 30 µM pour le 7β-OHchol, les deux molécules 

induisant l’apoptose. Ils provoquent une dépolarisation des membranes mitochondriales et 

lysosomiales. Le 7β-OHsito déclenche une apoptose caspase-dépendante alors que le 7β-

OHchol active une apoptose indépendante des caspases en favorisant la production du stress 

oxydatif. Les deux processus sont indépendants de l’expression des protéines Bcl-2 et Bax. 

Nous avons également étudié l’impact de ces molécules sur le métabolisme des polyamines 

qui est fortement activé au cours de la cancérogenèse colique. Nos résultats montrent que les 

enzymes de la biosynthèse des polyamines sont inhibées, alors que la formation des produits 

du catabolisme des polyamines est favorisée par les deux hydroxystérols. Nos résultats 

semblent indiquer que seule la perturbation du métabolisme des polyamines provoquée par le 

7β-OHchol pourrait être liée à l’apoptose. En revanche, la perturbation du métabolisme des 

polyamines par le 7β-OHsito pourrait être associée à l’initiation de l’apoptose sans 

l’influencer directement. 

 En conclusion, les deux hydroxystérols inhibent la croissance des cellules Caco-2 via 

l'activation de voies apoptotiques différentes malgré leur similitude structurale. Les 

différences dans les mécanismes d’action des deux hydroxystérols pourraient être liées à leur 

degré d’hydrophobicité. 
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STUDY OF SIGNAL TRANSDUCTION OF  

7B-HYDROXYSITOSTEROL- AND 7B-HYDROXYCHOLESTEROL-

INDUCED APOPTOSIS ON HUMAN COLON CANCER CELLS 
 

SUMMARY  
 

 Today, it is well recognized that consumption of fruits and vegetables may contribute 

to the reduction of colon carcinogenesis. The phytosterols oxides are present in plants and 

they present structural similarities with cholesterol oxides. Many studies have focused on the 

cytotoxic properties of cholesterol oxides. Cholesterol and phytosterols oxides have unknown 

physiopathologic properties. The 7β-hydroxysitosterol (7β-OHsito) and the 7β-

hydroxycholesterol (7β-OHchol) are the most widespread oxides. Our study was aimed to 

compare the biological activity of both compounds on the mechanisms involved in the 

regulation of human colon cancer cell death.   

 Our results have shown that the colon cancer Caco-2 cells did not exhibit the same 

sensibility towards hydroxysterols. In fact, we observed a 50% growth inhibition in the 

presence of 7β-OHsito at 60µM and 7β-OHchol at 30µM. Loss of mitochondrial membrane 

potential and lysosomal membrane integrity were observed in the presence of both 

compounds. The 7β-OHsito induced a caspase-dependent apoptosis whereas, the 7β-OHchol 

induced a caspase-independent apoptosis associated with oxidative stress production. All 

processes were independent of Bcl-2 and Bax protein expression. We also studied the impact 

of both compounds on polyamine metabolism which is highly activated during colon 

carcinogenesis. Our data showed that two key enzymes involved in polyamine biosynthesis 

are inhibited, whereas the formation of polyamine catabolism products was favored by both 

hydroxysterols. These data indicate that polyamine metabolic perturbations triggered only by 

7β-OHchol are related to apoptotic cell death. In return, polyamine metabolism perturbations 

induced by 7β-OHsito seem to be associated to apoptosis initiation of apoptosis without 

affecting it directly.   

 In conclusion, both hydroxysterols inhibit the growth of human colon cancer cells 

(Caco-2) via different apoptotic pathways in spite of their structural similarities. The two 

hydroxysterols exhibit different lipophilic properties which may explain their different 

biological effects.  
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AVANT-PROPOS 
 Le cancer colorectal se situe parmi les cancers les plus importants et dépend 

étroitement de l’environnement nutritionnel. Il est admis que la consommation de fruits et de 

légumes peut contribuer à la diminution du risque de développer ce type de cancer. Parmi les 

composants végétaux, les phytostérols semblent présenter des effets bénéfiques dans la 

prévention des maladies cardiovasculaires. Ils pourraient également posséder des propriétés 

antiprolifératives sur certaines lignées cancéreuses. Actuellement, plusieurs aliments dits 

« fonctionnels » contiennent des stérols végétaux dans la perspective de réduire le taux de 

cholestérol circulant. Les phytostérols présents dans l'alimentation peuvent s’oxyder suite au 

stockage et à la cuisson au même titre que le cholestérol et ces oxydes pourraient avoir des 

effets physiopathologiques encore mal connus.  

 Au cours de ce travail de thèse, je me suis intéressée aux propriétés biologiques du 7β-

hydroxysitostérol et du 7β-hydroxycholestérol, qui sont les formes oxydées les plus 

abondantes. Des études précédentes avaient montré que le 7β-hydroxysitostérol possède une 

activité cytotoxique sur des lignées cancéreuses mais rares sont les données sur les 

mécanismes d'action. En revanche, de nombreuses études ont démontré les propriétés pro-

athérogènes et cytotoxiques du 7β-hydroxycholestérol. Mon travail a porté sur la comparaison 

des effets cytotoxiques du 7β-hydroxysitostérol versus le 7β-hydroxycholestérol. Ces deux 

molécules bien qu’elles présentent une grande similarité structurale, elles diffèrent par 

l'existence d'un groupe éthyle supplémentaire en position 24 pour le 7β-hydroxysitostérol. 

Grâce aux données actuelles sur les propriétés biologiques du 7β-hydroxycholestérol, nous 

avons recherché les voies et les mécanismes intracellulaires susceptibles d’être activés par le 

7β-hydroxysitostérol. En plus des connaissances acquises au cours de ce travail de thèse sur 

l’activité biologique du 7β-hydroxysitostérol, nous avons apporté de nouvelles informations 

sur les propriétés du 7β-hydroxycholestérol. 

 Après une présentation des oxydes de cholestérol et de phytostérols et leurs effets 

biologiques, une deuxième partie de l'introduction sera consacrée à quelques généralités sur le 

cancer colorectal. Enfin la dernière partie de l'introduction portera sur l’apoptose et sur les 

mécanismes intracellulaires impliqués. Après une présentation des méthodologies utilisées au 

cours de ce travail de thèse, les résultats expérimentaux seront rapportés sous forme de 

publications. Les conclusions et les perspectives seront développées dans une dernière partie. 
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INTRODUCTION 
I. LES OXYDES DU CHOLESTEROL 

1. Généralités 

 Les oxydes de cholestérol, appelés également oxystérols, sont des molécules de 27 

atomes de carbons dérivées du cholestérol qui contiennent des atomes d’oxygène additionnels 

soit au niveau du noyau stéroïde, soit au niveau de la chaîne latérale. Ils font également partie 

de la famille des triterpènes. Dans les années 70, Kandutsch et Chen (1973, 1974) ont 

découvert que certains dérivés oxygénés du cholestérol, y compris le 7β-hydroxycholestérol 

avaient des propriétés antiprolifératives et un pouvoir régulateur de la biosynthèse du 

cholestérol au niveau cellulaire. Les formes oxydées majeures identifiées in vivo sont 

présentées sur la Figure 1.  

 Figure 1 : Structures chimiques du cholestérol et des 5 oxystérols les plus importants. 
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 De nombreuses études ont montré l’implication de ces molécules dans divers 

processus biologiques. Il a été démontré que certains oxystérols sont des régulateurs naturels 

de la synthèse de stérols et inhibiteurs de l’activité de l’enzyme 3-oxy-3-méthylglutaryl 

coenzyme A (HMG-CoA) réductase. Ils peuvent être impliqués dans la pathogenèse 

d’athérosclérose en tant que composants des LDL (Low Density Lipoprotein) oxydés, induire 

l’apoptose chez un grand nombre de cellules ou affecter le développement de la calcification 

des cellules vasculaires, etc. (Schroepfer, 2000). Brown et Goldstein (1997) ont étudié les 

mécanismes complexes de la régulation des gènes impliqués dans la biosynthèse du 

cholestérol, et ont démontré que certains oxystérols y participent en affectant les facteurs de 

transcription. Toutes ces propriétés biologiques ne représentent qu’une partie du potentiel 

physiopathologique des oxystérols.  

 

2. Sources des oxystérols 

 2.1 Alimentation 

 Tous les aliments contiennent du cholestérol susceptible de former des dérivés oxydés. 

Les traitements thermiques, le stockage et les radiations ionisantes provoquent la formation 

d'oxystérols. La structure de la matrice alimentaire ainsi que la présence d'anti-oxydants 

protègent le cholestérol. Le cholestérol est un constituant majeur des membranes des cellules 

végétales et animales. Parmi les aliments, l’œuf est une source majeure de cholestérol (300 à 

500 mg/100 g). Le jaune d’œuf est riche en cholestérol, qui est protégé de l’oxydation. En 

revanche, la poudre d'œuf ne confère pas de protection optimale contre les oxydations. De 

plus, le processus de préparation de cette poudre génère des radicaux libres qui favorisent 

l’oxydation du cholestérol (Fontana et coll., 1992, 1993). La teneur en oxystérols est 

exprimée en pourcentage du cholestérol et reflète la qualité d’un aliment. Les méthodes de 

stockage et de préparation des aliments doivent générer une teneur en oxydes de cholestérol 

qui soit inférieure à 0,1% pour être considérées conformes. Plusieurs laboratoires ont mesuré 

le taux des oxystérols dans divers produits alimentaires commerciaux : lait en poudre pour 

enfants, beurre, viandes et poissons préparés à froid, produits laitiers etc. (Schmarr et coll., 

1990; Ohshima et coll., 1993; Rose-Sallin et coll., 1995; Angulo et coll., 1997). Les 

oxystérols majoritaires dans toutes ces préparations sont ceux dont le groupement hydroxyle 

se situe en position 7 (7-hydroxycholestérol (α ou β), 7-cétocholestérol).  
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Un des problèmes majeurs dans l’identification de ces dérivés oxygénés dans les échantillons 

alimentaires est la formation spontanée des oxydes de cholestérol au cours de l’analyse (Rose-

Sallin et coll., 1995). 

 

 2.2 Voies de synthèse des dérivés oxygénés en position 7 

 Deux voies de synthèse principales sont responsables de l’oxydation du cholestérol en 

position 7 : l’auto-oxydation et le catabolisme du cholestérol :  

   

-L’auto-oxydation : il s’agit d’une réaction majeure non enzymatique dans la détérioration 

oxydative du cholestérol. Elle est catalysée en présence de radicaux libres, d’ions métalliques 

et par la température. Nous observons d'abord la formation des isomères de 7-

hydropéroxycholestérol qui sont les produits intermédiaires très instables. Ces isomères se 

convertissent en 7α- ou 7β-hydroxycholestérol et en 7-cétocholestérol (Peng et Taylor, 1984; 

Brown et Jessup, 1999; Yan et coll., 1999; Rodriguez-Estrada et coll, 2004) (Figure 2). 

  

Figure 2 : Formation de dérivés  oxygénés en position 7 par auto-oxydation du cholestérol.  
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-L’oxydation enzymatique : certains oxystérols retrouvés in vivo sont issus du catabolisme du 

cholestérol qui a lieu dans le foie lors de la synthèse des acides biliaires (Brown et coll., 

1997). Les enzymes qui catalysent la formation des oxystérols sont des hydrolases spécifiques 

pour chaque type d’oxystérol synthétisé. L’enzyme microsomale, la 7α-hydrolase, catalyse la 

formation du 7α-hydroxycholestérol. Les 24-, 25- et 27-hydrolases génèrent les dérivés 

oxydés possédant un groupement hydroxy sur la chaîne latérale. Il y a peu de données qui 

confirment l’existence d’un mécanisme enzymatique responsable de la formation du 7β-

hydroxycholestérol. Il est généralement admis que les 7-cétocholestérol et 7β-

hydroxycholestérol ne se forment pas par voie enzymatique in vivo. Néanmoins, Shoda et 

coll. (1993) ont mis en évidence la conversion du 7α-hydroxycholestérol en 7β-

hydroxycholestérol dans les mitochondries hépatiques de rats.  

 

3. Présence du 7β-hydroxycholestérol dans le plasma  

 Les études sont peu nombreuses et restent contradictoires. Ainsi, Kudo et coll. (1989) 

n’ont trouvé que des traces du 7β-hydroxycholestérol dans le plasma humain des sujets 

normaux. En revanche, d’autres études ont détecté des quantités significatives de cet oxystérol 

dans le plasma (Koopman et coll., 1987; Van Doormaal et coll., 1989; Breuer et Björkhem, 

1990; Sevanian et coll., 1994). Il reste toutefois à noter que la plupart de ces études expliquent 

la présence du 7β-hydroxycholestérol en tant que produit de l’auto-oxydation du cholestérol 

au cours de la préparation des échantillons pour l’analyse. L’auto-oxydation du cholestérol, 

qui produit facilement des résultats avec des taux plasmatiques trop élevés en oxystérols, reste 

un problème majeur dans les processus d’isolation et d’analyse. Il est donc évident que 

malgré la présence de cet oxystérol dans les préparations alimentaires, sa présence dans le 

plasma en tant que stérol libre reste à déterminer. Il a été démontré qu’il peut subir une 

estérification et se trouver dans le plasma sous forme de mono- ou diesters avec l’acide 

palmitique, stéarique et oléique (Dzeletovic et coll., 1995; Smith et coll., 1981). 
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4. Oxydation des LDL 

 Une des sources la plus probable du 7β-hydroxycholestérol est l’auto-oxydation du 

cholestérol au cours de l’oxydation des LDL (Brown et Jessup, 1999; Colles et coll., 2001; 

Schroepfer, 2000). Les mécanismes physiologiques d’oxydation des LDL ne sont pas très 

bien identifiés. Il a été montré in vitro que les trois types cellulaires principaux des parois 

vasculaires (cellules endothéliales, musculaires lisses et monocytes-macrophages) induisent 

des modifications oxydatives des LDL (Henriksen et coll., 1981; Heinecke et coll., 1984; 

Morel et coll., 1984). 

 L’oxydation des LDL fait intervenir des systèmes enzymatiques tels que les 

lipooxygénases (Berliner et Heinecke, 1996; Heinecke, 1997), les myéloperoxydases 

(Daugherty et coll., 1994) ou des substances directement oxydantes telles que les ions 

métalliques (Berliner et Heinecke, 1996) et les radicaux libres (Hiramatsu et coll., 1987; 

Cathcart et coll., 1989). Le taux élevé du 7β-hydroxycholestérol dans les fractions des LDL 

oxydés est souvent associé à un risque élevé d’athérosclérose (Brown et Jessup, 1999). 

Pourtant il n’y pas encore de preuves qui justifient la contribution des oxystérols dans 

l’athérogenèse. 

  

5. Biosynthèse des oxystérols 

 En 1973, Kandutsch et Chen ont été les premiers à démontrer que certains dérivés 

oxygénés du cholestérol pouvaient inhiber in vitro la biosynthèse de stérols dans des cellules 

lymphocytaires et hépatiques murines. Les 7-céto- 7α- et 7β-hydroxycholestérol inhibent 

l’activité de la HMG-CoA réductase perturbant ainsi la biosynthèse des stérols. Parmi les 

oxystérols, ceux qui sont oxygénés sur la chaîne latérale sont les plus efficaces dans la 

modulation de l’activité de la l’HMG-CoA réductase. Toutefois, des études ont montré que le 

7β-hydroxycholestérol pourrait avoir un effet inhibiteur direct sur l'enzyme au sein de 

différentes lignées cellulaires (Richert et coll., 1984; Behr et coll., 1991). La relation entre la 

cytotoxicité de la molécule et son pouvoir modulateur de l’activité de la HMG-CoA réductase 

reste incertaine. 
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6. Récepteurs des oxystérols 

 Il existe deux catégories de récepteurs des oxystérols : les récepteurs cytosoliques et 

les récepteurs nucléaires. Les deux types interviennent dans la régulation du métabolisme du 

cholestérol (Tableau 1). 

 

Type de recepteur Affinité Références 

Récepteurs cytosoliques 

OSBP1 

OSBP2 

 

ORP2,3,5 

ORP1,4 

 

AEBS 

 

 

 

Récepteurs nucléaires 

LXRα 

LXRβ 

 

AhR 

 

SF-1 

 

25-hydroxycholestérol 

7-cétocholestérol 

 

phospholipides 

25-hydroxycholestérol 

 

7-, 6-cholestanol 

7-cétocholestérol 

7β-hydroxycholestérol 

 

 

24(S)-, 25-époxycholestérol 

22(R)-hydroxycholestérol 

 

7-cétocholestérol 

 

25-, 27-hydroxycholestérol 

 

Kandutsch et Chen, 1973; Patel et 

Thompson, 1990; Levanon et coll., 

1990; Moreira et coll., 2001 

 

Laitinen et coll., 1999 

Xu et col., 2001 

Wang et coll., 2002 

 

Hwang, 1990 

 

 

 

 

 

Janowski et coll., 1999 

 

 

 
Savouret et coll., 2001 
 
 
 
Lala et coll., 1997 
 

 
Tableau 1 : Les récepteurs des oxystérols. 
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 6.1 Les récepteurs cytosoliques 

  a. La famille des protéines OSBP (Oxysterols Binding Proteins) 

 En 1977, Kandutsch et coll. ont mis en évidence l’existence de protéines fixant les 

oxystérols, désignées Oxysterols Binding Proteins (OSBP). Ces protéines avaient une forte 

affinité pour le 25-hydroxycholestérol. Cette affinité est souvent associée au potentiel de cet 

oxystérol à diminuer l’activité de la HMG COA réductase (Kandutsch et Thompson, 1980; 

Taylor, 1992). Les OSBP sont des protéines cytosoliques, ubiquitaires qui après leur fixation 

à l’oxystérol, sont transloquées du cytosol à l’appareil de Golgi (Ridgway et coll., 1992). Il 

existe deux formes d'OSBP : OSBP1 et OSBP2. L'OSBP2 qui présente une forte similitude 

avec l'OSBP1 est localisée principalement dans la rétine et est souvent associée aux 

membranes cellulaires (Moreira et coll., 2001). Contrairement à l’OSBP1 pour qui, les 

oxystérols oxydés en position 7 semblent avoir une faible affinité (Patel et Thompson, 1990), 

l’OSBP2 fixe le 7-cétocholestérol et ne présente qu’une faible affinité pour le cholestérol et le 

25-hydroxycholestérol (Moreira et coll., 2001). 

 

  b. La famille des protéines ORP (OSBP-related proteins)  

 Dans la famille d’OSBP, il existe une autre catégorie nommée OSBP-related proteins 

(ORP). Laitinen et coll. (1999) ont recherché des séquences homologues à l’OSBP chez 

l’homme et ont identifié 6 nouveaux cDNA codant pour des protéines ayant des localisations 

différentes. Parmi ces ORP, ORP1 est présente en quantité importante dans le cerveau et son 

expression est régulée par le 25-hydroxycholestérol. ORP1 pourrait jouer un rôle important 

dans le contrôle de l’homéostasie du cholestérol dans le système nerveux central (Laitinen et 

coll., 1999). Il existe également d’autres formes d’ORP dont leur rôle reste à déterminer.  

 

  c. Protéines fixant les oestrogènes 

 Il existe des protéines intracellulaires fixant les oestrogènes (AEBS pour 

AntiEstrogen-Binding Site) (Hwang, 1990, Schroepfer, 2000). Elles ont été identifiées 

essentiellement dans les microsomes et sont distribuées de manière ubiquitaire. Le 7β-

hydroxycholestérol figure parmi les oxystérols qui présentent les plus fortes affinités pour ces 

protéines. L’importance et les conséquences de la fixation des oxystérols sur les AEBS restent 

inconnues. 
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 6.2 Les récepteurs nucléaires  

  a. Récepteurs nucléaires orphelins LXR (Liver X Receptors) 

 En 1996, Janowski et coll. ont démontré que certains oxystérols activent des 

récepteurs nucléaires qui contrôlent la transcription de facteurs impliqués dans : la 

biosynthèse des acides biliaires (Lehmann et coll., 1997), le transfert des esters du cholestérol 

entre les lipoprotéines et le transport réverse du cholestérol (Tall et coll., 2000), l’exportation 

du cholestérol au niveau des macrophages et fibroblastes (Venkateswaran et coll., 2000), la 

régulation de la synthèse du cholestérol et des acides gras (Repa et coll., 2001), 

l’augmentation de l’expression de l’apoprotéine E dans les macrophages et les adipocytes 

(Laffitte et coll., 2001).  

 Les LXR existent sous deux formes distribuées différemment au sein des tissus : la 

forme LXRα qui est exprimée dans les tissus dont le métabolisme lipidique est important et la 

forme LXRβ qui a une localisation ubiquitaire (Schroepfer, 2000). Les oxystérols oxydés sur 

la chaîne latérale ont une forte affinité pour ce type de récepteurs. Par contre, les oxystérols 

oxydés en position 7 sont de très mauvais ligands. Les LXR pourraient être impliqués dans 

l’homéostasie du cholestérol cellulaire (Janowski et coll., 1999). 

 

  b. Récepteur arylhydrocarbone (AhR) 

 Ce récepteur fixe un certain nombre de xénobiotiques dont les dioxines, les 

benzopyrènes et les polychlorobiphényles. Les travaux de Savouret et coll. (2001) ont 

démontré que le 7-cétocholestérol est un modulateur endogène du récepteur AhR in vivo et in 

vitro.  

  

  c. Facteur stéroidogénique-1 (SF-1) 

 SF-1 est un membre de la famille des récepteurs orphelins et joue un rôle important 

dans la régulation de l’expression de divers composants de la stéroïdogénèse. Les 25- et 27- 

hydroxycholestérol augmentent l’activité transcriptionnelle induite par le SF-1 (Lala et coll., 

1997).  
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 La plupart des travaux sur l’identification et l’analyse fonctionnelle de ces récepteurs, 

ont utilisé comme substrats les oxystérols issus de la voie enzymatique, qui présentent des 

propriétés inhibitrices dans la synthèse du cholestérol. Excepté le travail fait sur les AEBS 

(Hwang et coll., 1990), il existe peu de données sur la relation entre le 7β-hydroxycholestérol 

et ces récepteurs (Schroepfer, 2000). 

 

7. Protéines se fixant sur les éléments de réponse aux stérols (SREBP)  

 Les SREBP (Sterol Regulatory Element Binding Protein) sont des facteurs de 

transcription qui activent spécifiquement des gènes impliqués dans la synthèse du cholestérol, 

l’endocytose des LDL, la synthèse des acides gras et le métabolisme du glucose (Edwards et 

coll., 2000). Il existe trois formes : SREBP-1a, SREBP-1c et SREBP-2, codées par deux 

gènes différents. Les SREBP sont initialement synthétisés sous forme de protéines 

transmembranaires, fixées au niveau du noyau et du réticulum endoplasmique (RE). Lorsque 

la concentration en cholestérol cellulaire est faible, des protéases clivent les SREBP, libérant 

ainsi une partie soluble qui est le facteur de transcription. Ce facteur migre vers le noyau, il se 

fixe sur un élément de réponse aux stérols (SRE : Sterol Response Element) situé au niveau 

du promoteur du gène cible, et active sa transcription. La quantité de cholestérol ou des 

oxystérols présents dans la cellule régule l’activation de ce facteur de transcription 

(Schroepfer, 2000). Le clivage des SREBP est sous le contrôle de la protéase SCAP (SREBP-

Cleavage Activating Protein), qui joue le rôle de protéine chaperonne en favorisant le 

transport des SREBP non clivés, depuis le RE vers l’appareil de Golgi. Dans l’appareil de 

Golgi d’autres protéases peuvent cliver et libérer les fragments actifs des SREBP. Les SREBP 

peuvent également être clivés par des caspases au cours de l’apoptose (Higgins et Ioannou, 

2001).  

 Seuls les effets du 25-hydroxycholestérol sur ces protéines sont étudiés, en tant que 

régulateur potentiel de la biosynthèse des stérols. Les effets du 7β-hydroxycholestérol n'ont 

pas été décrits dans cette théorie. 
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8. Effets biologiques  

 8.1 Membranes cellulaires 

 Les oxystérols peuvent perturber les membranes cellulaires étant donné que leur 

structure est proche de celle du cholestérol. Ils affectent la fluidité et la perméabilité 

membranaire et l’activité de la protéine kinase C (PKC) (Schroepfer, 2000). Toutes ces 

propriétés ont été décrites pour différents oxystérols. En ce qui concerne le 7β-

hydroxycholestérol, Richert et coll. (1984) ont démontré qu'il diminuait la fluidité 

membranaire des cellules hépatiques, cet effet étant corrélé avec la réduction de l’activité de 

l’HMG-CoA reductase induite par cet oxystérol. Pannecoucke et coll. (1994) ont montré que 

le 7β-hydroxycholestérol au sein de préparations membranaires artificielles, modifiait la 

fluidité membranaire.  

 

 8.2 Activité pro-inflammatoire 

 L’activité pro-inflammatoire des cellules endothéliales se caractérise par l’expression 

des cytokines pro-inflammatoires IL-1β ainsi que, par l’expression des molécules d’adhésion 

ICAM-1 et VCAM-1. Le 7β-hydroxycholestérol peut induire l’activation d’une telle réponse 

pro-inflammatoire (Lemaire et coll., 1998).  

 

 8.3 Induction de la mort cellulaire et activité cytotoxique 

 La cytotoxicité des oxystérols a largement été décrite dans la littérature. Le 7β-

hydroxycholestérol a suscité beaucoup d'intérêt par sa forte présence dans les lésions 

athérosclérotiques en tant que composant des LDL oxydés (Brown et Jessup, 1999; 

Schroepfer, 2000). Il induit l’apoptose des macrophages et des monocytes et l’apoptose est un 

processus important dans le développement d’athéromes. Toutefois, le 7β-hydroxycholestérol, 

induit l’apoptose ou la nécrose dans d’autres types cellulaires qui sont liés au développement 

tumoral. Le Tableau 2 présente une synthèse des travaux effectués concernant le 7β-

hydroxycholestérol. Les travaux antérieurs à 1999 sont décrits de façon exhaustive par 

Schroepfer (2000). Il est difficile de comparer toutes ces études car il semblerait que la 

toxicité de cette molécule varie en fonction des conditions expérimentales. Globalement dans 

la littérature, la concentration utilisée varie entre 10 à 100 µM (5 à 40 µg/ml) et les temps 

d’incubation avec les cellules entre 12 et 96 h.  
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Lignées cellulaires Activité Références 

Athérogénèse 

Cellules endothéliales 

/macrophages/monocytes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cancer 

Colon 
 

Hépatome 
 

Leucémie  
 
 

Lymphome 
 
 

Poumon 
 
 

Alzheimer 

 

Apoptose, homéostasie du Ca2+ 

 

Fragmentation ADN, activation 

Fas/FasL, activation caspases, 

perméabilisation mitochondriale, 

stress oxydatif, structures 

myéliniques perturbées, 

nécrose, accumulation de lipides, 

accumulation ferritine, 

perturbation lysosomiale et 

libération cathépsines, activation 

MAP kinases, génération 

céramides, augmentation taux du 

glutathion, apoptose indépendante 

des caspases 

 
 
Clivage PARP, activation caspases 
Nécrose 

Augmentation sensibilité aux 
radiations 
 
Retro-régulation Bcl-2, retro-
régulation p21, accumulation 
phase G2/M  
 
Cytotoxicité, fragmentation ADN, 
activation caspases  
 

Apoptose, activation caspases, 
perméabilisation mitochondriale, 
stress oxydatif 
 

Neurotoxique  

 

Ryan L et coll., 2006 

 

Lizard et coll., 1999; O’Callaghan 

et coll., 2001, 2002; Ares et coll., 

2000, Lee et Chau, 2001; Li et 

coll., 2001, 2005; Lyons et coll., 

2001; Miguet et coll., 2001; 

Miguet-Alfonsi et coll., 2002; 

Uemura et coll., 2002; Maguire et 

coll., 2003; Biasi et coll., 2004; Li 

et Yuan, 2004; O’Sullivan et coll., 

2005; Prunet et coll., 2005, 2006; 

Ruiz et coll., 2005; Ryan L et coll., 

2004a,b, 2005  

 

 

Maier et coll., 1999 

Ryan E et coll., 2005 

Hyun et coll., 2002 

 

Lim et coll., 2003 

 

 

Yi et coll., 1990 

 

Kang et coll., 2005 

 

 

Nelson et Alkon, 2005 

 
Tableau 2 : Activité du 7β-hydroxycholestérol sur différentes lignées cellulaires. 
 
 Les processus qui sont activés dans les différentes lignées cellulaires sont 

principalement caractérisés par l’induction de l’apoptose associée à la fragmentation d’ADN, 

l’activation des caspases par voie mitochondriale et voie extrinsèque, la perméabilisation de la 

mitochondrie, libération du cytochrome c, le clivage de la PARP (poly-(ribo-adénine)-

polymérase), la régulation de la protéine Bcl-2 etc. Ainsi plusieurs mécanismes de 

signalisation cellulaire au cours de l’apoptose sont proposés dans la littérature, ce qui suggère 

que d’une part, il est possible que plusieurs voies d’activation co-existent au sein d’une même 

cellule et d’autre part, il existe des mécanismes différents en fonction du type cellulaire ainsi 

que des conditions expérimentales.  
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II. LES OXYDES DES PHYTOSTEROLS 

1. Phytostérols : Généralités 

 Les cellules de mammifères contiennent du cholestérol qui sert à réguler la fluidité, la 

perméabilité et les propriétés métaboliques des membranes. Les cellules végétales possèdent 

une grande variété de stérols en plus du cholestérol, les phytostérols (Moreau et coll., 2002). 

Actuellement, une centaine de phytostérols sont connus. Ils font partie de la famille des 

triterpènes et se différencient du cholestérol par la présence d’une double liaison et/ou d’un 

groupement méthyle ou éthyle en position C24 de la chaîne alkyle latérale. Certains portent 

également un groupe méthyle supplémentaire sur la partie cyclique du noyau stéroïde. Les 

phytostérols les plus répandus, retrouvés dans les cellules des plantes supérieures, sont les ∆5-

phytostérols, caractérisés par la présence d’une double liaison entre les C5 et C6 au niveau du 

cycle B du noyau. Parmi ceux-ci, il y a le β-sitostérol (45-95% de stérols totaux présents dans 

les plantes), le stigmastérol, le campestérol et le brassicastérol (Moreau et coll., 2002) (Figure 

3). 

Figure 3 : Les phytostérols les plus répandus.  
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 Dans les tissus végétaux, les phytostérols sont présents dans les fruits et légumes sous 

cinq formes différentes : la forme libre (FS: free sterol), la forme d’esters d’acides gras (SE: 

steryl fatty acid ester), la forme de dérivés glycosylés (SG: steryl glycosid), la forme d’esters 

d’acides gras de dérivés glycosylés (ASG: acylated steryl glycosid), la forme d’esters 

d’hydroxycinnamates (HSE: hydroxycinnamate steryl ester). Les formes SE, SG, ASG et 

HSE caractérisent les phytostérols communément appelés « phytostérols conjugués » (Moreau 

et coll., 2000). 

 La quantité de phytostérols consommée varie entre 140 à 360 mg par jour et provient 

en grande partie des huiles végétales, des céréales, des fruits et des légumes (Piironen et 

Lampi, 2004). L’absorption des phytostérols au niveau de l’intestin grêle est inférieure à celle 

du cholestérol. Pour un régime alimentaire riche en phytostérols de 160 à 360 mg/jour 

seulement 0,3 à 1,7 mg/dl de stérols végétaux sont retrouvés dans le sang (Ling et Jones, 

1995). De nombreuses études ont porté sur le potentiel des phytostérols à réduire le taux 

d’absorption de cholestérol dans le cadre d'une prévention des maladies cardiovasculaires (Ho 

et coll., 2005; de Jong et coll., 2003). Il a été démontré que la consommation d’esters de 

phytostérols (2-3 g/jour), en combinaison avec une alimentation faible en graisses, pouvait 

permettre la réduction du taux de cholestérol plasmatique total et du LDL-cholestérol 

(Miettinen et Gylling, 2004, Tikkanen, 2005). Il est généralement admis que les phytostérols 

sont plus lipophiles que le cholestérol et ont ainsi, une affinité plus importante pour les 

micelles qui sont impliquées dans le processus digestif (Tapiero et coll., 2003). En revanche, 

la concentration du taux de HDL-cholestérol ne semble pas être affectée par les stérols 

végétaux. Ils peuvent également se comporter en tant que substrats des enzymes bactériennes 

au niveau du côlon, ce qui inhibe la métabolisation du cholestérol et favorise son élimination 

fécale (Rao et Janezic, 1992).   

 Actuellement, plusieurs aliments dits « fonctionnels » contiennent des esters de 

phytostérols ou des phytostanols. Il s’agit de margarines et de produits laitiers, tels que les 

produits Fruit d’Or Pro-activ : 8 g/100 g des stérols végétaux sont sous forme d’esters dans les 

margarines Cuisine ou Tartine ; 0,6 g/100 g des stérols végétaux sont sous forme libre dans 

les yaourts nature ou fruits ; 0,3 g/100 g des stérols végétaux sont également sous forme libre 

dans le lait démi-écremé (Institut d’Or Pro-Activ).  
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 L’intérêt pour la consommation des stérols végétaux a conduit au développement de 

recherches sur les autres propriétés biologiques éventuelles de ces composés. Des études ont 

ainsi porté sur les propriétés antitumorales des phytostérols (cellules cancéreuses du sein, du 

côlon, de la prostate, du poumon) ainsi que sur leurs effets modulateurs au niveau du système 

immunitaire (Awad et Fink, 2000; Bouic, 2001; Berger et coll., 2003 ; Tapiero et coll., 2003; 

Ovesna et coll., 2004). En revanche, les résultats obtenus in vivo restent contradictoires 

(Quilliot et coll., 2001; de Jong et coll., 2004). Toutefois, il est difficile de comparer les 

différents travaux car les phytostérols sont utilisés sous diverses formes chimiques, isolés ou 

sous forme de mélange et les conditions expérimentales varient d’une étude à l’autre. 

 

2. Les oxydes des phytostérols : synthèse 

 Les stérols végétaux présents dans les aliments peuvent s’oxyder lors du stockage et 

de la cuisson au même titre que le cholestérol. Les mécanismes d’oxydation des phytostérols 

sont similaires à ceux du cholestérol. L’insaturation portée sur le cycle B du noyau stérol ou 

celle située sur la chaîne alkyle latérale sont particulièrement sensibles aux phénomènes 

d’oxydation. Les principaux oxydes retrouvés dans les aliments sont les formes hydroxyles, 

cétones et époxydes (Plat et coll., 2001). Comme pour les oxydes du cholestérol, notre intérêt 

se porte sur les oxydes du β-sitostérol et plus particulièrement, sur le 7β-hydroxysitostérol 

(Figure 4). 
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 Figure 4 : Structures chimiques des principaux oxydes du β-sitostérol. 

 

3. Les oxydes de phytostérols dans l’alimentation 

   Les phytostérols sont des produits stables. Cependant, ils présentent des insaturations 

et peuvent ainsi s’oxyder à des températures élevées ou en présence de l’air (Soupas et coll., 

2002). La détermination des oxydes de phytostérols est très difficile. Cette famille dénombre 

de nombreux membres dont la structure est similaire, leur quantité présente dans les aliments 

se calcule en traces, les fractions lipidiques de certains aliments et les échantillons 

biologiques, sont complexes à analyser et les oxydes des phytostérols peuvent se dégrader 

et/ou se former au cours de l’analyse des échantillons. (Plat et coll., 2001; Zhang et coll., 

2005, 2006; Johnsson et Dutta, 2005). Il existe peu de données dans la littérature à cause de 

l’absence de protocoles d’expérimentation précis, sur l’extraction et la purification des 

différents oxydes à l'état isolé (Grandgirard et coll., 2004c). Certains travaux ont montré que 

le raffinage et le stockage des matières grasses végétales pouvaient également conduire à 

l’oxydation des stérols. (Kochlar, 1983).  
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Des expérimentations réalisées sur les huiles alimentaires, le beurre et la margarine contenant 

du β-sitostérol, ont mis en évidence la formation d’oxydes de ce stérol avec une préférence 

pour la configuration 7β (Guardiola et coll., 2004).  

  

4. Les oxydes des phytostérols dans l’organisme  

 Grandgirard et coll., (1999) ont travaillé sur l’absorption intestinale des oxydes des 

phytostérols et il semblerait que leur absorption est inférieure à celle des oxydes du 

cholestérol. D’autres études chez les rats alimentés avec des oxydes des phytostérols ont 

montré qu’une faible quantité de ces oxydes se retrouve dans le sérum ou le plasma des 

animaux (Grandgirard et coll., 2004a ; Tomoyori et coll., 2004). Il semblerait que 

l’incorporation des oxydes des phytostérols dans les tissus de hamsters, dépend étroitement de 

la concentration de ces oxydes présents dans l’alimentation. En ce qui concerne des études 

chez l’homme, les oxydes des phytostérols et parmi eux le 7β-hydroxysitostérol, sont 

retrouvés dans le sérum des patients atteints de phytostérolemia. Il s’agit d’une pathologie 

rare qui est caractérisée par un stockage anormal des stérols végétaux dans le sérum et une 

prédisposition importante à une athérosclérose prématurée (Plat et coll., 2001). Enfin, 

Grandgirard et coll. (2004b) ont détecté des oxydes des phytostérols dans le plasma humain 

de volontaires sains. Ces chercheurs ont prélevé le sang de 13 volontaires, hommes et femmes 

confondus et ont détecté des quantités variant de 4,8 à 57,2 ng/ml de plasma. Cependant, ils 

ne précisent pas la nature de l’alimentation de ces individus et ils suggèrent que la présence de 

ces oxydes est due soit à la composition du régime alimentaire soit à l’oxydation des 

phytostérols in vivo dans le plasma. Il est ainsi évident que depuis que, les oxydes des 

phytostérols peuvent être d’origine alimentaire, nous pouvons nous demander si ces oxydes se 

forment également in vivo. En effet, il existe des études qui suggèrent que certains 

phytostérols ainsi que les formes oxydées subissent des réactions métaboliques avant qu’ils ne 

soient excrétés (Guardiola et coll., 2002; Grandgirard et coll., 1999; 2004a,d). Pourtant un tel 

processus doit être vérifié. De plus, il n’existe aucune évidence sur l’oxydation des 

phytostérols par voie non enzymatique in vivo (Grangirard et coll., 2004d). 
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5. Les propriétés biologiques du 7β-hydroxysitostérol 

 La cytotoxicité des oxydes des phytostérols n'a pratiquement pas été explorée et les 

résultats sont contradictoires. Il est important de noter que la difficulté de purifier les oxydes 

des phytostérols, a conduit à l’utilisation de mixtures contenant des taux variables des 

différents oxydes des stérols végétaux. Adcox et coll. (2001) ont montré que les oxydes des β-

sitostérol et campestérol en mixture, ont les mêmes effets cytotoxiques que les oxydes du 

cholestérol sur les macrophages C57BL/6 en culture mais, à des concentrations plus 

importantes. Maguire et coll. (2003) ont comparé les effets cytotoxiques du 7β-

hydroxysitostérol et du 7β-hydroxycholestérol sur les macrophages U937 et ont conclu que 

les deux composants induisent l’apoptose accompagnée d'une chute du glutathion 

intracellulaire, liée à une génération de stress oxydatif. Dans cette étude, la concentration du 

7β-hydroxysitostérol était supérieure à celle du7β-hydroxycholestérol. Ryan et coll. (2005) 

ont également comparé les effets cytotoxiques des oxydes des phytostérols à ceux des oxydes 

du cholestérol. Toutes les molécules sont fournies sous forme de mélange. Ces composés 

activent l’apoptose chez les macrophages U937, alors qu’ils provoquent la nécrose des 

cellules cancéreuses coliques Caco-2 et hépatiques HepG2. En revanche, une étude in vivo 

réalisée par Lea et coll. (2004) décrit que les oxydes d’esters des phytostérols administrés à 

des rats sous forme de mixture (30% d’oxydes), n’ont aucun effet génotoxique ou 

cytotoxique.  

 Il semblerait que les propriétés biologiques des oxydes des phytostérols dépendent du 

type cellulaire et du type de la molécule administrée. De plus, le mode d’administration sous 

la forme d'un mélange ou sous la forme de molécule isolée, pourrait jouer un rôle crucial sur 

les propriétés biologiques observées. 
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III. LE CANCER COLORECTAL  

1. Généralités 

Les cancers figurent parmi les principales causes de décès dans la plupart des pays 

industrialisés. Au rang mondial et selon les données estimées en 2000, l’incidence des cancers 

et le taux de mortalité associée, ont augmenté de l’ordre de 22% depuis 1990 (Parkin, 2004). 

Les cancers colorectaux sont au troisième rang des cancers tous sexes confondus. Ce cancer 

vient au troisième rang chez l’homme, derrière le cancer du poumon et le cancer de la 

prostate, alors que chez la femme, il occupe la quatrième position derrière le cancer du sein, 

de l’estomac et de l’utérus (Figure 5). La France se classe parmi les pays ayant une fréquence 

élevée de cancers colorectaux, juste derrière les Etats-Unis et l’Australie. En 2000, plus de 

36.000 nouveaux cas ont été diagnostiqués (Ligue, 2002). La distribution géographique 

montre que l’incidence du cancer colorectal pour la période 1980-2000, est plus importante 

dans les départements du Haut-Rhin et Bas-Rhin que dans les départements localisés au sud 

du pays (Hérault, Tarn). La fréquence d’apparition de ce type de cancer augmente avec l’âge 

et son incidence double ensuite à chaque décennie. L’âge moyen de diagnostic est d’environ 

70 ans (Bouvier et coll., 2006).  

  Figure 5 : Estimation de l’incidence des cancers et du taux de mortalité au niveau mondial.    

 (Parkin, 2006) 
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Il est communément admis que le cancer est une maladie multifactorielle en raison de 

nombreux facteurs qui peuvent concourir à son déclenchement : il existe les facteurs 

biologiques individuels (prédispositions génétiques à certains cancers, polymorphisme 

génétique...) et les facteurs liés aux comportements individuels et à l'environnement au sens 

large (tabagisme, consommation d'alcool, habitudes alimentaires, exposition à des produits 

chimiques...). C'est aussi une maladie multiphasique puisque son développement est un 

phénomène prolongé dans le temps, comportant plusieurs étapes. Ces différentes étapes sont 

issues du déroulement d'événements génétiques et épigénétiques. Les événements génétiques 

correspondent à une accumulation d'altérations génétiques irréversibles, transmises de 

manière héréditaire ou induites par des facteurs environnementaux génotoxiques, ou dues à 

l'instabilité génétique des cellules tumorales au fur et à mesure de leur transformation. Les 

événements épigénétiques sont un ensemble de modulations en partie réversibles, favorables à 

la cancérogenèse, induites par des facteurs endogènes (hormones, facteurs de croissance...) ou 

exogènes (nutriments...) qui interviennent de multiples manières (modification de l'expression 

d'un gène, activation ou inhibition d'enzymes...), en particulier sur les voies de régulation de 

la prolifération et/ou de la mort cellulaire (Riboli et coll., 1996). 

 

2. La cancérogenèse colique  

 Le côlon présente sur sa paroi colique quatre couches : la muqueuse, la sous-

muqueuse, la musculeuse et la séreuse. La muqueuse est composée d’un épithélium 

monostratifié qui pénètre à l’intérieur des cryptes qui sont nombreuses et régulièrement 

espacées. Lors de la cancérogenèse colique et plus précisément au moment de la formation 

des adénomes, les entérocytes s’accumulent à la base des cryptes indiquant 

vraisemblablement un défaut dans l’adhérence et/ou dans la migration des cellules. 

L’équilibre entre division et mort cellulaire est perturbé, entraînant une prolifération 

anarchique des cellules dans les cryptes. Ces phénomènes sont associés à des altérations de 

deux grands types de gènes : les proto-oncogènes qui activent la prolifération cellulaire et les 

gènes suppresseurs de tumeurs qui l’inhibent (Meunier et coll., 1988). 
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 La cancérogenèse est caractérisée par trois étapes : l’initiation, la promotion et la 

progression. L’initiation correspond à l’acquisition de caractères néoplasiques suite à une ou 

plusieurs lésions stables et irréversibles de l’ADN induites par un agent carcinogène. Les 

cellules initiées restent dans un état quiescent pendant un laps de temps important sans 

exprimer leurs potentialités oncogènes. L’apparition de cellules initiées est nécessaire mais 

n’est pas suffisante pour conduire à un développement tumoral. Le passage des cellules 

initiées d’un état quiescent à un état prolifératif nécessite l’intervention d’autres facteurs. Ce 

passage est initié au cours de la phase de promotion où les cellules cancéreuses se 

transforment en clones cancéreux. Il s’agit d’une étape réversible, tout au moins dans la phase 

initiale, si l’exposition à l’agent promoteur n’est pas réitérée. La progression correspond à la 

transformation irréversible des cellules initiées précancéreuses et à l’apparition clinique de la 

tumeur. Cette phase se caractérise par une grande instabilité génomique. Suite à ces trois 

phases, il y a celle de l’invasion et de la dissémination des cellules tumorales s’échappant de 

leur organe d’origine, pour migrer vers d’autres tissus et former des métastases à distance. Ce 

modèle multiphasique ne dévoile pas toute la complexité des mécanismes conduisant à la 

formation d’une tumeur maligne. Néanmoins, il représente le schéma conciliant les données 

issues de la cancérogenèse expérimentale et humaine. 

 Ainsi, le cancer colorectal résulte d’une série de modifications génétiques qui amènent 

à la perte progressive et irréversible du contrôle de la croissance cellulaire et de la 

différenciation. L’existence d’un grand nombre de voies moléculaires responsables de ces 

modifications, justifie l’existence des plusieurs tumeurs intestinales avec le phénotype du 

cancer colorectal mais de nature biologique différente. Nous citons le cancer colorectal 

sporadique, la polypose adénomateuse familiale ou FAP (Familial Adenomatous Polyposis) et 

les syndromes de polypose qui lui sont associés, le cancer colorectal héréditaire sans polypose 

ou HNPCC (Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer), le cancer colorectal associé à 

l’inflammation intestinale et le cancer colorectal familial. Il est évident que l’existence de tous 

ces types de cancer colorectal complique les efforts en terme de prévention et de thérapie 

(Ponz de Leon et Percesepe, 2000).  
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 Au cours de la cancérogenèse colique, un grand nombre de gènes, molécules ou 

signaux cellulaires sont altérés. Parmi eux, il existe des régulateurs de l’apoptose tels que la 

protéine p53, les inhibiteurs d’apoptose (IAP : Inhibitor of Apoptosis), la protéine COX-2 etc. 

La Figure 6 décrit les évènements moléculaires au cours de la cancérogenèse colique qui 

transforment la muqueuse colonique normale en carcinome à travers des étapes de dysplasie. 

Les divers agents chimiopréventifs, qui peuvent agir à différents niveaux de la cancérogenèse 

colique sont également présentés (Raju et Cruz-Correa, 2006). La plupart d’entre eux visent à 

sensibiliser les cellules face à l’apoptose. Les cellules tumorales échappent souvent au 

processus apoptotique et son activation constitue une nouvelle stratégie pour contourner la 

résistance des cellules tumorales face à la mort. 

 

Figure 6 : Cascade des événements impliqués dans la cancérogenèse colique et agents 

chimiopréventifs.  

NSAID : Nonsteroidal anti-inflammatory drugs ; UDCA : Ursodeoxycholic acid.  
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IV. LA MORT CELLULAIRE 

1. Généralités 

 La mort cellulaire est un processus qui peut survenir soit spontanément soit en 

présence d’agents cytotoxiques. Des études morphologiques de cellules ont permis d’établir 

l’existence de deux types majeurs de mort cellulaire : la nécrose et l’apoptose (ou mort 

programmée). La nécrose est une mort dégénérative, qui peut être enclenchée 

accidentellement ou intentionnellement en présence d’agents cytotoxiques. Du point de vue 

morphologique, les cellules qui meurent par nécrose sont caractérisées par l’augmentation du 

volume de leur cytoplasme, le gonflement de différents organites et la distorsion de la 

chromatine. La membrane cellulaire se désintègre, et il y a ainsi libération de tout le contenu 

intracellulaire. Un tel processus peut être à l’origine d’inflammations et de dommages au 

niveau des tissus (Proskuryakov et coll., 2003). L’apoptose ou mort programmée peut être 

issue des mêmes origines que la nécrose, sauf qu’il s’agit d’un processus qui est contrôlé par 

un ensemble de mécanismes cellulaires précis et spécifiques.  

 Enfin, il existe de nombreuses études qui ont mis en évidence l’existence de deux 

autres types de mort cellulaire, qui peuvent être dépendants ou indépendants de l’apoptose. Il 

s’agit de la mort cellulaire par inhibition de l’autophagie et la mort cellulaire par sénescence. 

L’autophagie est un processus qui permet le renouvellement des composants cellulaires 

lorsque les conditions nutritives de la cellule sont limitées. L’autophagie fait intervenir les 

lysosomes et leurs enzymes. Elle peut être activée soit lorsque les mécanismes effecteurs de 

l’apoptose sont inhibés soit en présence des inhibiteurs des enzymes des caspases qui sont les 

enzymes clés de l’apoptose (Kroemer et Jäättelä, 2005). La mort cellulaire par sénescence, au 

sens morphologique, désigne toutes les modifications non-pathologiques que nous trouvons 

au cours du vieillissement. Les cellules perdent leur capacité à se diviser. Un tel phénomène 

est observé suite à l’endommagement d’ADN ou après le raccourcissement des télomères 

(Lou et Chen, 2006).  
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2. Apoptose  

 2.1 Généralités 

 Le terme apoptose est utilisé pour décrire une des formes de mort cellulaire survenue 

dans les organismes multicellulaires. L’apoptose est définie en tant que mort cellulaire 

programmée qui implique le « suicide » des cellules à l’état individuel en faveur du bon 

fonctionnement de l’organisme dans son ensemble. L’apoptose est un processus qui nécessite 

beaucoup d’énergie. Elle subit un ensemble de mécanismes de régulation et engage un grand 

nombre de voies de la signalisation cellulaire. Les composants de ces voies sont codés par le 

génome, exprimés et prêts à être activés lorsque le stimulus-inducteur de la mort cellulaire 

apparaît (Hengartner, 2000). 

 L’activité apoptotique est nécessaire aussi bien lors du développement d’un organisme 

durant les changements morphologiques qu’il subit à l’embryogenèse, que pendant 

l’activation du système immunitaire (Siegel, 2006). Ce processus est essentiel dans le 

maintien du nombre de cellules dans les tissus et de manière générale, dans le maintien de 

l’équilibre de l’organisme. L’inhibition de l’apoptose ou une apoptose défectueuse ont pour 

conséquence le développement de cancers, de pathologies auto-immunes et de maladies 

d’origine virale alors qu’une apoptose excessive peut conduire au développement de 

désordres neurodégénératifs (Rathmell et Thompson, 2002). 

 L’apoptose conduit à la perte de l’intégrité des membranes cellulaires, ainsi qu’au 

gonflement et la rupture de la cellule sans provoquer de dommages aux cellules 

environnantes. Les cellules apoptotiques sont caractérisées par des changements 

morphologiques stéréotypiques tels que le rétrécissement cellulaire, la perte de l’homogénéité 

de la forme, la condensation de la chromatine, la fragmentation de l’ADN, la dégradation des 

protéines, le désassemblage des organites et la formation des corps apoptotiques qui sont 

éliminés par le système immunitaire (Jones et Gores, 1997).  

 De nombreux stimuli localisés à l’intérieur et à l’extérieur de la cellule sont à l’origine 

de l’enclenchement d'un processus apoptotique. Dans certains cas, l’absence de facteurs de 

croissance peut être suffisante pour induire l’apoptose au même titre que l’ADN endommagé, 

le stress oxydatif, le traitement avec des molécules cytotoxiques ou l’irradiation, l’interruption 

de la signalisation qui régule le cycle cellulaire, les ligands de récepteurs spécifiques de la 

mort cellulaire (DR : Death Receptors). 
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 Il existe deux voies de signalisation principales qui contrôlent le déroulement de 

l’apoptose : la voie extrinsèque ou celle des récepteurs extracellulaires et la voie intrinsèque 

ou mitochondriale. Le signal apoptotique implique l’activation de nombreux enzymes qui font 

partie de deux grandes familles : celle des caspases et celle des protéines de la famille Bcl-2. 

Les caspases ont un rôle important dans les processus de dégradation des organites cellulaires, 

alors que les protéines Bcl-2 participent au maintien et à la propagation du signal (Kim et 

coll., 2006b).  

 

 2.2 Les caspases  

 Les facteurs typiques de l’apoptose sont des enzymes protéolytiques connues sous le 

nom des caspases (Cysteinyl-ASpartate-SPecific proteASES). Le génome humain code pour 

au moins 14 caspases (Tableau 3).  

 

Caspase Fonction Unité interaction 

 

Caspase-1 

Caspase-4 

Caspase-5 

Caspase-11 

Caspase-12 

Caspase-13 

Caspase-14 

 

Caspase-2 

Caspase-8 

Caspase-9 

Caspase-10 

 

Caspase-3 

Caspase-6 

Caspase-7 

Activateurs des cytokines 

Interleukine (IL)-1β 

- 

-  

- 

Niveau RE, active caspase-3/9 

- 

- 

Initiatrices 

Libération cytochrome c 

Voie extrinsèque 

Voie intrinsèque 

Voie extrinsèque 

Effectrices 

Déclenche l’apoptose 

- 

- 

 

CARD 

CARD 

- 

- 

- 

- 

- 

 

CARD 

DED 

CARD 

DED 

 

- 

- 

- 

 
Tableau 3: Classification des caspases.  
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Il y a 7 caspases responsables de l’apoptose qui sont divisées en deux groupes :  

 -les caspases initiatrices (2, 8, 9 et 10), qui possèdent une région N-terminale longue ;  

 -les caspases effectrices (3, 6 et 7), qui possèdent une région N-terminale courte.  

Les autres caspases interviennent dans l’inflammation et l’activation des cytokines. La 

caspase-12 est issue d’un pseudogène. Elle est localisée chez la souris au niveau du RE. Elle 

est activée suite à un stress du RE, telle que la rupture de l’homéostasie du Ca2+. 

 

 Les caspases sont synthétisées en tant que pro-enzymes avec une faible activité 

intrinsèque. Leur activation nécessite une maturation protéolytique ou une interaction avec un 

activateur allostérique. La structure des caspases à l’état inactif est constituée d’une unité 

protéique large d’environ 20 kDa et d’une sous unité protéique d’environ de 10 kDa. Le site 

d’interaction protéine-protéine se situe au niveau du domaine N-terminal et il se différencie en 

domaine DED pour « Death Effector Domain » et CARD pour « CAspase Recruitement 

Domain ». Le domaine DED permet l’interaction avec d’autres molécules qui contiennent 

également le site DED, alors que le site CARD permet aux caspases de s’associer à d’autres 

caspases ou molécules adaptatrices. La large sous unité de 20 kDa contient le site catalytique 

qui comprend un résidu cystéine (C) localisé au centre du motif QACXG (où X= R, Q ou G). 

Il est activé lorsqu’il s’associe à la petite sous unité après clivage. Des études 

cristallographiques ont montré, que les caspases activées forment des tétramères suite à 

l’association de deux hétérodimères, qui contiennent chacun deux sites catalytiques 

indépendants (Wilson et coll., 1994). L’activation des pro-caspases se déroule en deux 

étapes au niveau de sites consensus, toujours après la liaison Asp-X (Amarante-Mendes et 

Green, 1999) (Figure 7). 
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Figure 7 : Schéma de l’activation des caspases. 

 

 L’activation des caspases initiatrices peut être achevée par la formation de complexes 

polyprotéiniques, tels que l’inflammasome (Martinon et Tschopp, 2004), le piddosome (Tinel 

et Tschopp, 2004) le DISC (Death-Inducing Signaling Complex) (Krammer, 2000) et 

l’apoptosome (Jiang et Wang, 2004) :  

-L’inflammasome participe dans le processus inflammatoire et active soit la caspase-1   

nécessaire à la sécrétion de l’interleukine mature IL-1β  soit les caspases -4 et -5. Son rôle 

dans l’apoptose n’est pas très bien élucidé ;  

 

-Le piddosome catalyse la maturation de la pro-caspase-2 en réponse aux dommages à 

l’ADN ; 

 

-Le DISC est formé suite à l’activation du récepteur CD95/Fas et stimule ainsi la maturation 

de la pro-caspase-8. Le DISC participe à la voie extrinsèque de l’apoptose qui est contrôlée 

par des récepteurs de la surface membranaire ;  

 

-L’apoptosome se forme au cours de l’activation de la voie intrinsèque de l’apoptose. Suite à 

la perturbation mitochondriale, le cytochrome c (cyt c) est libéré dans le cytosol et en 

association avec le facteur Apaf-1 (Apoptotic Protease Activating Factor-1) forme 

l’apoptosome, qui favorise la maturation de la pro-caspase-9.  
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 L’activation massive des caspases est souvent nécessaire dans l’activation de 

l’apoptose et le circuit d’une telle machinerie est très complexe. Souvent, l’activation des 

caspases initiatrices -2 -9 ou -8 n’est pas suffisante pour aboutir à l’apoptose, ce qui nécessite 

une amplification de la réaction par la perméabilisation mitochondriale ainsi que l’implication 

d’autres organites (Danial et Korsmeyer, 2004; Enoksson et coll., 2004). 

  

 2.3 Les substrats des caspases 

 Des études menées par Thornberry et coll. (2000), ont défini des groupes de caspases 

selon la spécificité du substrat. Ces chercheurs ont utilisé des tétrapeptides de synthèse avec 

différentes combinaisons d’acides aminés. Les résidus présents en position P4-P2 influent sur 

la spécificité de la caspase. Les caspases -2, -3 et -7 ont une affinité pour l’aspartate en 

position P4. Les caspases -8, -9 et -10 préfèrent les acides aminés en position P4 qui 

possèdent une chaîne aliphatique. Ces résultats ne sont pas exhaustifs car d’autres études ont 

apporté des éléments supplémentaires sur le type et la taille de la séquence des acides aminés 

(Talanian et coll., 1997). Il est possible, que les similarités entre les séquences des 

tétrapeptides de synthèse et les séquences peptidiques, qui associent les sous unités dans 

certaines caspases (ex. -2, -8, -9), reflètent la capacité de ces caspases à s’autocliver 

(Thornberry et coll., 1997). Les peptides de synthèse sont largement étudiés et ils permettent 

également de synthétiser des inhibiteurs spécifiques pour affiner des études in vitro. En ce qui 

concerne les substrats naturels, il s’agit de protéines de grande taille et l’affinité d’une caspase 

pour son substrat peut être déterminée aussi bien par la séquence des acides aminés que par la 

structure de la protéine. 

  Un grand nombre de substrats naturels sont définis et le clivage protéolytique par les 

caspases dépend du contexte et de l’état cellulaire. Au cours de l’apoptose, les caspases 

inactivent au moins deux protéines nécessaires pour l’intégrité du génome, la PARP (Poly-

(ribo-Adénine)-polymérase) et la DNA-PK (DNA-dependent Protein Kinase). En même 

temps, elles activent d’autres pro-caspases ou endonucléases responsables de la fragmentation 

d’ADN tel que le ICAD/DFF45 (Inhibitor Caspase-Activated DNAse/DNA Fragmentation 

Factor). Les caspases interviennent de manière générale dans : l’élimination des cellules lors 

des processus de la réparation ou leur maintien lorsque ceci est possible, l’arrêt de la 

progression du cycle cellulaire, l’inactivation des inhibiteurs d’apoptose, l’initiation des 

modifications structurales et morphologiques qui marquent la mort cellulaire (Nicholson, 

1999).  
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 2.4 Régulation des caspases 

 La régulation de l’activité des caspases fait intervenir des phosphorylations, l’acide 

nitrique, des protéines inhibitrices à domaines CARD et DED, les protéines IAP (Inhibitor of 

Apoptosis Proteins ) (Deveraux et coll., 1998) : 

 

-Les phosphorylations : de nombreuses études ont démontré que la régulation de la caspase-9 

fait intervenir le processus de phosphorylation. Les protéines PKB-Akt (Protein Kinase B) et 

ERK2 (Extracellular signal-Regulated Kinase 2) sont impliquées dans la phosphorylation de 

la caspase-9 qui a pour conséquence l’inhibition du processus protéolytique de la pro-caspase-

9 et donc la diminution de son activité (Johnson et Jarvis, 2004) ; 

 

-La nitrosylation : il a été démontré que le taux d’oxyde nitrique (NO) présent dans la cellule, 

le type cellulaire ainsi que l’état d’oxydo-réduction cellulaire, peuvent réguler l’activité des 

caspases. L’interaction du NO avec les groupements thiols des protéines conduit à la S-

nitrosylation. Lorsqu’elle a lieu au niveau du site catalytique des caspases, l’apoptose peut 

être inhibée. La caspase-3 possède une cystéine au niveau de son site catalytique, constituant 

ainsi une cible potentielle pour NO (Kim et coll. 1997, 2002) ;  

 

-Protéines inhibitrices à domaine CARD ou DED : il s’agit de molécules qui miment les 

caspases par leur domaine CARD ou DED. Elles sont catalytiquement inactives, mais en 

empêchant le recrutement et l’oligomérisation des caspases, elles inhibent l’apoptose. La 

protéine cellulaire c-FLIP (cellular FLICE Inhibitory Protein) possède un domaine DED. Elle 

empêche le recrutement de la pro-caspase-8 et bloque ainsi l’induction de l’apoptose par voie 

extrinsèque (Kataoka, 2005) ; 
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-Protéines IAP : la famille des protéines IAP est un ensemble de facteurs dont la séquence 

peptidique est hautement conservée. Ils participent aussi bien dans la régulation des deux 

voies apoptotiques, que dans le cycle et la signalisation cellulaires. Les protéines IAP 

identifiées chez l’homme sont : XIAP (X-chromosome linked IAP), cIAP1 et 2 (cellular IAP), 

NAIP (Neuronal IAP), livine et survivine. Excepté la NIAP, les autres IAP sont très bien 

étudiées. Les XIAP, cIAP1 et cIAP2 contiennent trois copies en tandem d’un motif de 70 

acides aminés nommé BIR (Baculovirus IAP domain), ainsi qu’un doigt de zinc. Les cIAP1 et 

cIAP2 contiennent en plus, un site CARD. L’activité des protéines IAP dépend du domaine 

BIR. Le BIR2 fixe et inhibe l’activité des caspases -3 et -7, alors que le BIR3 est un segment 

inhibiteur de la caspase-9. Le domaine BIR1 n’a pas un potentiel inhibiteur. La survivine 

contient une seule copie du domaine BIR, structuralement similaire au BIR3 de la XIAP. Il 

est donc admis que cette protéine fixe et inhibe la caspase-9. L’activité de la survivine ne se 

limite pas aux caspases, mais elle est étroitement liée au cycle cellulaire et elle bloque 

également d’autres facteurs qui interviennent notamment dans la fragmentation de l’ADN 

(Wrzesien-Kus, 2004). 

 

 2.5 Voie mitochondriale ou intrinsèque de l’apoptose 

 L’importance du rôle de la mitochondrie dans l’activation de l’apoptose est largement 

étudiée et décrite (Green and Kroemer, 2004; Kim et coll., 2005; Dejean et coll., 2006). Les 

stimuli extracellulaires ou intracellulaires tels que l’hypoxie, les produits du stress oxydatif, 

les radiations gamma ou UV, l’absence de facteurs de croissance, les molécules cytotoxiques 

etc., peuvent enclencher une perturbation de la membrane mitochondriale qui conduit à la 

fragmentation de l’ADN soit par le biais des caspases soit indépendamment de celles-ci (Kim 

et coll, 2006c; Mohamad et coll., 2005). 

 La perméabilisation de la membrane mitochondriale permet la libération dans le 

cytosol des molécules pro-apoptotiques, qui se localisent normalement dans l’espace 

intermembranaire mitochondrial : le cyt c, le facteur AIF (Apoptosis Inducing Factor) et la 

protéine Smac-DIABLO (Second Mitochondria-derived Activator of Caspase/Direct Inhibitor 

Apoptosis (IAP)-Binding protein LOw Pi) (Acehan et coll., 2002; Schefer et Kornbluth, 

2006). Au cours de l’activation de cette voie, il y a formation de l’apoptosome constitué du 

cyt c, du facteur Apaf-1 et de la pro-caspase-9. En présence du dATP, le cyt c cytosolique se 

fixe sur l’Apaf-1 et initialise ainsi, la multimérisation de ce dernier.  
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Suite à des changements conformationnels, il y a exposition du domaine CARD dans la partie 

N-terminale de l’Apaf-1, ce qui permet des interactions avec d’autres sites CARD, notamment 

celui présent dans la pro-caspase-9. Il y a formation ainsi d’un complexe heptamérique, 

l’apoptosome. Il est constitué d’un corps principal formé de 7 molécules de la caspase-9 

entourés par 7 complexes cyt c/Apaf-1 (Figure 8).  

 

Figure 8 : Assemblage de l’apoptosome. 
 

Il est possible que la formation d’un tel complexe ait pour fonction d'induire des 

changements conformationnels de la caspase-9 pour favoriser l’activation de la pro-caspase-3 

(Rodriguez et Lazebnik, 1999). Même en présence de mutations au niveau de la séquence 

peptidique de la caspase-9, celle-ci active la pro-caspase-3 (Stennicke et coll., 1999). 
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 2.6 Voie des récepteurs extracellulaires ou voie extrinsèque de l’apoptose 

 La voie extrinsèque nécessite l’activation des récepteurs extracellulaires tels que les 

récepteurs Fas/CD95, TNFα et TRAIL (Schmitz et coll., 2000) par des ligands spécifiques. La 

fixation du ligand conduit à l’oligomérisation du complexe ligand/récepteur et le recrutement 

de molécules adaptatrices au niveau du domaine intracellulaire du récepteur. Des caspases 

initiatrices telles que les pro-caspases -8 ou -10, s’associent au complexe récepteur/ligand par 

le biais des molécules adaptatrices et ils forment ainsi le complexe DISC. La pro-caspase 

engagée est activée par protéolyse. La caspase initiatrice mature active à son tour les caspases 

effectrices -3 ou -7.  

 Les deux voies semblaient au départ fonctionner de manière indépendante. Pourtant 

dans certains cas de figure, il existe une liaison entre elles, à travers les protéines de la famille 

Bcl-2. En effet, la caspase-8 intervient également dans le clivage protéolytique de la protéine 

pro-apoptotique Bid, membre de la famille des protéines Bcl-2. La protéine Bid migre alors 

vers la mitochondrie et provoque la libération du cyt c dans le cytoplasme, ce qui pourrait 

avoir pour conséquence l’activation de la caspase-9 (Li et coll., 1998; Antonsson, 2004) 

(Figure 9). 

Figure 9 : Les deux voies principales de l’apoptose.  
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 2.7 Fragmentation de l'ADN 

 L’apoptose est marquée morphologiquement par la condensation de la chromatine et la 

fragmentation de l'ADN, associées à la formation de corps apoptotiques (Kroemer et Martin, 

2005). L’ADN nucléaire est clivé dans un premier temps, au niveau des sites riches en A/T en 

générant des fragments de l’ordre de 50 à 300 pb. Ces fragments sont, par la suite digérés au 

niveau de régions internucléosomiales libérant des fragments d’ADN de l’ordre de 200 pb 

(Wyllie et coll., 1984). La fragmentation de l'ADN génomique est une étape tardive de 

l’apoptose et peut avoir lieu lors d'un processus apoptotique soit sous la dépendance de 

caspases soit indépendamment de celles-ci :  

 

- Fragmentation de l’ADN dépendante des caspases :  

La caspase-3 active une endonucléase nommée CAD (Caspase-Activated DNase). 

Dans les cellules non apoptotiques, la protéine CAD est associée à son inhibiteur, la protéine 

ICAD (Inhibitor of CAD). Les deux forment un complexe cytoplasmique, le facteur DFF 

(DNA Fragmentation Factor). Au cours de l’apoptose, les caspases-3 ou -7 clivent le 

complexe qui libère ainsi la protéine CAD. Grâce à sa séquence de localisation nucléaire 

(NLS), elle migre dans le noyau et clive l’ADN chromosomique. Chez l’homme le facteur 

DFF est composé d’une sous unité de 45 kDa (DFF45) et d’une sous unité de 40 kDa 

(DFF40) (Sakahira et coll., 1998; Degen et coll., 2000). La caspase-3 active également le 

facteur ACINUS (Apoptotic Chromatin Condensation Inducer in the nucleUS) qui agit sur la 

condensation de l’ADN. Enfin, les caspases clivent HELICARD qui est une hélicase 

cytosolique contenant un site CARD. Ce clivage permet la libération de l’hélicase sans le 

domaine CARD (Saelens et coll., 2004). 
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-Fragmentation de l’ADN indépendante des caspases :  

Il existe des facteurs qui agissent indépendamment des caspases, et qui interviennent 

dans la fragmentation de l’ADN. Dans certains cas, l’inhibition des caspases ne suffit pas à 

empêcher la fragmentation de l’ADN (Lorenzo et coll., 1999). La mitochondrie libère des 

facteurs dont la fonction est indépendante des caspases. Le facteur AIF (Apoptosis Inducing 

Factor) et l’endonucléase G (Endo G) sont des protéines mitochondriales qui agissent 

indépendamment de l’activation des caspases. Le facteur AIF (67 kDa) est localisé au niveau 

de l’espace intermitochondrial, il est libéré en réponse à des stimuli apoptotiques et il migre 

vers le noyau où il termine sa maturation. Il a été suggéré que l’AIF se fixe à l’ADN, déplace 

les protéines qui lui sont associées, et recrute ou active des endonucléases, et initie ainsi la 

fragmentation de l’ADN de large échelle (50 Kb) (Ye et coll., 2002). 

 L’Endo G (35 kDa) est également localisée dans l’espace intermembranaire. Elle 

migre également vers le noyau et induit la fragmentation de l’ADN (Cregan et coll., 2004). Il 

semblerait que l’Endo G coopère avec des exonucléases et la DNAse I afin de générer des 

fragments d’ADN internucléosomaux. Chez C. elegans, l’analogue de l’Endo G interagit avec 

l’analogue du facteur AIF (Saelens et coll., 2004). En revanche, les interactions entre ces deux 

facteurs et leurs cibles exactes chez les cellules de mammifères, ne sont pas déterminées.  

 

 2.8 Perméabilisation de la membrane mitochondriale 

 La mitochondrie dans son fonctionnement normal possède un gradient 

électrochimique (∆Ψm) au niveau de sa membrane interne. Ce gradient est créé suite à l’efflux 

des ions H+ à partir de la matrice mitochondriale vers l’espace intermembranaire. La 

différence de concentration des protons installe un déséquilibre ionique, ce qui résulte dans la 

formation d’un gradient de pH et de voltage à travers la membrane mitochondriale. La 

mitochondrie génère l'énergie sous forme d'ATP grâce au processus de phosphorylation 

oxydative qui a lieu au niveau de la membrane interne. Lors de cette phosphorylation, des 

électrons sont générés à partir du NADH et sont transférés à l'oxygène moléculaire par une 

série de quatre complexes enzymatiques situés dans la membrane interne: NADH 

déshydrogénase (I), succinate déshydrogénase (II), cytochrome c réductase (III) et 

cytochrome c oxydase (IV). Les protons H+ sont expulsés de la matrice vers l’espace 

intermembranaire grâce à l’énergie qui est produite par le transfert d’électrons entre les 

complexes.  
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L'existence du ∆Ψm autorise une diffusion spontanée de H+ vers la matrice par le canal ATP 

synthase-complexe V. Ce flux de protons est utilisé par le complexe V pour fabriquer de 

l'ATP, qui est exporté en échange de l'ADP (Figure 10). 

 

 Figure 10 : Chaîne respiratoire et perméabilisation mitochondriale. 

  

 La perméabilisation de la membrane mitochondriale (MMP : Mitochondrial 

Membrane Permeabilization) a lieu au cours de l’apoptose, et elle est responsable de la 

libération de facteurs qui résident initialement dans l’espace intermembranaire, situé entre la 

membrane externe et la membrane interne de la mitochondrie (cyt c, AIF, Endo G etc.) 

(Green et Kroemer, 2004). Avant, pendant et après la perméabilisation, il y a dissipation du 

potentiel ∆Ψm. De manière générale, deux mécanismes sont décrits. L'un qui contrôle la 

perméabilisation de la membrane externe et l'autre qui contrôle la perméabilisation de la 

membrane interne (Armstrong, 2006). 
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 La perméabilisation de la membrane externe ou MOMP (Mitochondrial Outer 

Membrane Permeabilization) est gouvernée par les protéines de la famille Bcl-2 décrites plus 

loin. La MOMP est caractérisée par l’ouverture du canal VDAC (Voltage-Dependent Anion 

Channel) et/ou par des pores qui sont formés par les protéines de la famille Bcl-2. La 

perméabilisation de la membrane interne ou MIMP (Mitochondrial Inner Membrane 

Permeabilization) est régulée par un ensemble de facteurs, qui contrôlent la transition de la 

perméabilité mitochondriale (MPT : Mitochondrial Permeability Transition). Ce processus est 

caractérisé par l’ouverture de pores formés par un complexe protéique contenant le 

translocateur nucléotidique ANT (Adenine Nucleotide Translocator) et la cyclophiline D 

(CyD). Ces pores sont également appelés PTP (Permeability Transition Pore). L’ouverture de 

ces pores interfère avec le transport d’électrons de la chaîne respiratoire, ainsi que la 

production de l’ATP. Elle provoque le gonflement de la mitochondrie suite à la redistribution 

des molécules d’eau et des ions entre le cytosol et la matrice mitochondriale. La perte du 

potentiel mitochondrial est souvent associée à l’ouverture irréversible des pores mais, d’autres 

événements peuvent également en être la cause. La MIMP peut ainsi précéder la MOMP et 

vice versa. 

 Le contact entre le MOMP et le MIMP donne naissance à un complexe polyprotéique 

qui contrôle la transition de la perméabilité mitochondriale, connu sous le nom PTPC 

(Permeability Transition Pore Complex) (Figure 10). Les facteurs qui participent à la 

formation du PTPC sont le VDAC et le récepteur benzodiazépine situés dans la membrane 

externe, l’héxokinase II qui est associée au VDAC dans la partie cytosolique, la créatine 

kinase qui est localisée dans l’espace intermembranaire, l’ANT localisée dans la membrane 

interne, la CyD située dans la matrice et les protéines de la famille Bcl-2. Le VDAC est 

normalement perméable à des molécules de taille de l’ordre de 5 kDa, et son association avec 

les pores de la membrane interne, permet l’échange des substrats de la chaîne respiratoire tels 

que le NADH, FADH et ATP/ADP. En revanche, la membrane interne est normalement 

imperméable, fonction essentielle pour l’établissement du gradient électrochimique ∆Ψm. 

L’ouverture du PTPC a pour conséquence l’interférence avec la chaîne respiratoire et le 

passage de molécules d’eau ou de molécules de large poids moléculaire supérieur à ~1,5 kDa. 

Des ligands spécifiques comme la cyclosporine A (CsA) et ses dérivés ou les membres anti-

apoptotiques de la famille des protéines Bcl-2 peuvent inhiber la perméabilisation 

mitochondriale (Zamzami et Kroemer, 2001).  
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 2.9 Les protéines de la famille Bcl-2 

 Le processus de l’apoptose est contrôlé par un groupe de protéines hautement 

conservées au cours de l’évolution, les protéines de la famille Bcl-2. Le gène de la protéine 

Bcl-2, a été le premier identifié en tant que proto-oncogène dans les lymphocytes B. Au sein 

du lymphome, les cellules B sont résistantes grâce à la surexpression de la protéine Bcl-2 

(Tsujimoto et coll., 1985). Cette famille de protéines est composée de plus d’une vingtaine de 

composants, avec une faible homologie entre leurs séquences totales en aminoacides. En 

revanche, elles présentent des fortes homologies entre des régions précises. Il s’agit de 

régions appelées domaines BH (Bcl-2 Homology) et elles sont essentielles pour les 

interactions entre protéines (Yin et coll., 1994). 

 La famille des protéines Bcl-2 est divisée en deux groupes : les protéines anti-

apoptotiques et les protéines pro-apoptotiques. Les protéines anti-apoptotiques présentent les 

4 régions BH, sont localisées au niveau de la mitochondrie et stabilisent les membranes. Au 

sein du groupe pro-apoptotique, il y a deux sous groupes séparés en fonction du nombre des 

domaines BH présents. Il y a ainsi les protéines à plusieurs domaines BH (″multidomains″) et 

les protéines qui contiennent uniquement le domaine BH3 (BH3-only). L’ensemble des 

protéines de la famille Bcl-2 est illustré par la Figure 11. 
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   Figure 11 : Les protéines de la famille Bcl-2.  

  
 Les protéines pro-apoptotiques « BH3-only » interviennent dans l’induction de 

l’apoptose par activation de protéines pro-apoptotiques à plusieurs domaines ou par 

séquestration des protéines anti-apoptotiques. Elles interviennent dans la voie extrinsèque de 

l’apoptose et elles peuvent mettre en relation la voie extrinsèque et la voie intrinsèque (Kim et 

coll., 2006a). Les autres membres forment in vitro des canaux à travers les biomembranes, ce 

qui laisse supposer une fonction dans la formation de pores (Antonsson et coll., 1997). Les 

protéines de la famille Bcl-2 jouent un rôle très important dans le contrôle de l’apoptose. La 

surexpression ou la perte de fonction de certaines protéines anti-apoptotiques et pro-

apoptotiques de la famille Bcl-2 déterminent la survie ou la mort cellulaire (Garrido et coll., 

2003). 
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  a. Protéines de la famille Bcl-2 et perméabilisation mitochondriale 

 Une des propriétés des protéines de la famille Bcl-2 est la régulation de la 

perméabilisation de la membrane de la mitochondrie et le contrôle de la libération des facteurs 

pro-apoptotiques séquestrés dans l’espace intermembranaire. La protéine Bcl-2 et ses 

homologues anti-apoptotiques, les protéines Bcl-XL, Bcl-W, Mcl-1, A1, résident au niveau de 

la membrane externe et stabilisent la barrière et le fonctionnement mitochondriaux. Elles 

empêchent la MOMP et bloquent la libération de facteurs pro-apoptotiques.  

 Les protéines Bax et Bak, induisent la perméabilisation mitochondriale et favorisent la 

libération de facteurs pro-apoptotiques. La protéine Bax réside principalement dans le cytosol 

et reste sous sa forme inactive en association avec d’autres facteurs. En présence de divers 

stimuli pro-apoptotiques, elle subit des changements conformationnels, qui permettent son 

insertion dans la membrane mitochondriale pour former un pore ou canal au niveau de la 

membrane externe de la mitochondrie indépendamment du VDAC (Antonsson et coll., 2001). 

La protéine Bak, quant à elle, est attachée au niveau de la membrane externe de la 

mitochondrie en association avec le VDAC (Cheng et coll., 2003). Lorsque la cellule reçoit le 

signal pro-apoptotique, la protéine subit également des changements conformationnels, qui 

conduisent à son oligomérisation et à la formation d’un pore à travers la membrane 

mitochondriale (Korsmeyer et coll., 2000). 

 En ce qui concerne la localisation des protéines Bcl-2 et Bax, il existe des études qui 

ont démontré leur localisation au niveau de la membrane interne. Il est possible que sous 

certaines conditions d’activation de l’apoptose, la protéine Bax migre de la membrane externe 

vers la membrane interne (Marzo et coll., 1998) et la protéine Bcl-2 suit le trajet inverse 

(Gotow et coll., 2000). Pourtant, les mécanismes de tels mouvements restent inconnus. Enfin, 

les protéines Bcl-2 et Bax peuvent interagir avec les composants ANT et VDAC. La protéine 

Bax coopère avec le VDAC ou l’ANT pour former des pores de taille et de conductivité plus 

importantes alors que la protéine Bcl-2 en interaction avec le VDAC ou l’ANT, inhibe la 

formation des canaux ioniques (Zamzami et Kroemer, 2001). 
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 Les protéines Bim et Bid activent l’oligomérisation et favorisent l’ancrage des 

protéines Bax et Bak sur la membrane mitochondriale (Eskes et coll., 2000). Les protéines 

Bad et Bik peuvent aussi se fixer sur la protéine anti-apoptotique Bcl-2 en déplaçant la 

protéine Bid qui lui est associée, en favorisant ainsi l’action de cette dernière sur la protéine 

Bax pour l’initiation de la perméabilisation (Armstrong, 2006). Il existe deux propriétés 

biochimiques majeures des protéines de la famille Bcl-2 : 1) elles ont la capacité de former 

des hétérodimères avec les protéines de la même famille possédant le domaine BH3 et 2) elles 

ont le potentiel de former des canaux ioniques à travers la membrane mitochondriale 

(Tjujimoto, 2003).  

 Les domaines BH des protéines de la famille Bcl-2 sont responsables de la régulation 

de la perméabilisation mitochondriale. A titre d’exemple, parmi les quatre domaines BH que 

la protéine Bcl-2 possède (BH1-BH4), seul le domaine BH4 est recruté pour la fonction anti-

apoptotique ((Daniel et coll., 2003), alors que ceci n’est pas valable pour les protéines Bax et 

Bak (BH1-BH3) qui ne possèdent pas ce domaine. Les autres membres de la famille des 

protéines Bcl-2, qui contiennent uniquement le domaine BH3, sont considérés en tant 

qu’activateurs des protéines Bax et Bak (Armstrong, 2006). 

  

 3. Le stress oxydatif 

 Dans la famille des produits du stress oxydatif nous citons le radical superoxyde (O2
·-), 

le peroxyde d’hydrogène (H2O2) et le radical hydroxyle (·OH). Ils sont encore appelés 

Espèces Réactives de l’Oxygène (ERO) ou Reactive Oxygen Species (ROS), car ils sont plus 

réactifs que l’oxygène. Les produits du stress oxydatif ont été considérés initialement en tant 

que produits toxiques du métabolisme cellulaire, pouvant altérer des constituants cellulaires. 

Pour se protéger de ces effets délétères, la cellule a développé un système antioxydant 

composé de plusieurs enzymes telles que la superoxyde dismutase (SOD), qui réduit l’O2
·- en 

H2O2, la catalase et la glutathion peroxydase qui réduit le H2O2 en H2O. Il existe également 

des molécules antioxydantes non enzymatiques comme les vitamines A, C et E, les 

caroténoïdes, les thiols dont le glutathion, l’ubiquinone, la thiorédoxine, etc. (Valko et coll., 

2006).  
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 Le stress oxydatif intracellulaire peut être défini comme un déséquilibre de la balance 

entre la production des ROS et la capacité antioxydante de la cellule à empêcher les lésions 

oxydatives. Chez les cellules des mammifères les sources de production sont principalement 

d’origine enzymatique. Il s’agit de la NAD(P)H oxydase membranaire et du complexe 

enzymatique III de la chaîne respiratoire au niveau de la mitochondrie (Figure 10). D’autres 

sources au niveau du cytosol ou présentes au sein des organites cellulaires, jouent également 

un rôle dans la modulation de la signalisation cellulaire. Une surproduction des ROS et/ou un 

dysfonctionnement du système antioxydant sont souvent impliqués dans les mécanismes 

physiopathologiques de certaines maladies (athérosclérose, maladies neurodégénératives, 

cancers...). Pourtant les ROS sont également des acteurs importants de la signalisation 

cellulaire et de la régulation des métabolismes. Ce paradoxe apparent peut être dépendant du 

type cellulaire, de la source productrice ainsi que de la dose des ROS (Delattre et coll., 2005). 

Les cellules cancéreuses peuvent produire de grandes quantités de peroxyde d’hydrogène 

(Szatrowski et Nathan, 1991). Certains tissus du cancer du côlon produisent des ROS en excès 

(Keshavarian et coll., 1992). Cet excès dans les cellules tumorales pourrait maintenir la 

prolifération anormale à des taux élevés grâce à l’augmentation des mutations que pourrait 

subir l’ADN (Kang, 2002). 

 Même si les ROS favorisent la cancérogenèse, certains cas de figure montrent qu’ils 

peuvent contribuer à l’amplification des signaux de mort. En effet, les ROS peuvent faciliter 

la perturbation de la membrane mitochondriale et favoriser ainsi l’ouverture des canaux (Kim 

et coll., 2006b). La protéine anti-apoptotique Bcl-2, renforce la résistance des cellules au 

stress oxydatif étant donné que son rôle se résume au maintien de la fermeture des pores 

mitochondriaux (Armstrong, 2006). Ainsi, l’utilisation des antioxydants pourrait parfois 

s’avérer anti-apoptotique.   
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4. Les lysosomes 

 Dans les cellules eucaryotes, il existe des organites de forme et de taille variables. Il 

s’agit des lysosomes qui sont des vésicules contenant des enzymes nécessaires pour la 

digestion des macromolécules cellulaires. Les lysosomes se forment au niveau de l’appareil 

de Golgi et migrent vers la membrane plasmique. Ils contiennent des hydrolases cataboliques 

et participent aussi bien dans des processus de dégradation du matériel organique, dans 

l’induction de la mort cellulaire que dans l’invasion des cellules cancéreuses (Kondo et coll., 

2005; Kroemer et Jäättelä, 2005; Tardy et coll., 2006). 

 Il existe deux processus de dégradation : l’hétérophagie et l’autophagie. 

L’hétérophagie concerne la digestion de molécules, de substances et/ou de pathogènes 

acheminés de l’extérieur vers le cytoplasme en assurant ainsi le bon fonctionnement 

cellulaire. L’autophagie concerne la digestion des composants cellulaires, en participant ainsi 

au renouvellement des macromolécules et des organelles. Elle démarre lorsque des 

composants cellulaires, destinés à être dégradés, sont renfermés dans des vacuoles limitées 

par une double membrane. Il s’agit des vacuoles d’autophagie. Ces vacuoles fusionnent avec 

les lysosomes pour générer les autolysosomes dans lesquels les hydrolases digèrent le contenu 

luminaire (Klionsky et Emr, 2000).  

 Les lysosomes peuvent participer dans l’induction de l’apoptose suite à la 

perméabilisation de leurs membranes. En effet, plusieurs stimuli et/ou agents 

lysosomotropiques induisent la perméabilisation de la membrane lysosomiale (LMP : 

Lysosomal-Membrane Permeabilization) en libérant ainsi des hydrolases, telles que les 

cathepsines capables d’initier l’apoptose dépendante ou indépendante de la voie des caspases. 

Lorsque la LMP est très importante, les cellules meurent par nécrose. (Guicciardi et coll., 

2004; Jäättelä et coll, 2004). La LMP peut être à l’origine de la perméabilisation 

mitochondriale mais aussi à l’issue de celle-ci. A titre d’exemple, le peroxyde d’hydrogène 

issu de la mitochondrie, peut réagir avec des molécules de fer présentes dans les lysosomes. 

Au cours de cette réaction, appelée également réaction de Fenton, il y a production de 

radicaux hydroxyles, qui sont les plus délétères du stress oxydatif et attaquent aussi bien les 

membranes lysosomiales que les membranes des autres organites cellulaires (Zhao et coll., 

2003). 
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 L’invasion tumorale et le processus métastatique sont parfois associés avec la 

surexpression de certains enzymes lysosomiaux, les cathepsines B, L et D, ainsi que 

l’altération de leur trafic. Les lysosomes peuvent également fusionner directement avec la 

membrane plasmique en sécrétant ainsi dans la matrice extracellulaire leurs enzymes. En 

association avec d‘autres facteurs, ces enzymes peuvent digérer la matrice extracellulaire. Ce 

phénomène est souvent observé dans le cadre de la mobilité et invasion tumorales, ainsi qu’au 

cours de l’angiogénèse (Joyce et coll., 2004; Joyce et Hanahan, 2004).  
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MATERIELS ET METHODES 
I. ETUDES IN VITRO 

1. La lignée cellulaire Caco-2 

Nous avons utilisé la lignée cellulaire Caco-2 comme modèle in vitro des entérocytes. 

C’est une lignée cellulaire issue d’un adénocarcinome colique humain, isolée dans les années 

’70 chez un homme de type caucasien de 72 ans. Les cellules présentent une phase 

exponentielle de croissance et entrent en différenciation spontanée dès qu’elles atteignent la 

confluence. Durant la phase de différenciation, elles acquièrent des caractéristiques 

morphologiques et biochimiques identiques à celles des entérocytes in situ. D’une part, la 

différenciation se caractérise par la polarisation cellulaire avec une morphologie cylindrique, 

apparition de microvilli sur la face apicale et de jonctions serrées entre les cellules adjacentes. 

D’autre part, durant la différenciation il y expression des hydrolases intestinales telles que la 

sacharase-isomaltase, la lactase, l’aminopeptidase N et la dipeptidylpeptidase IV sur la face 

apicale des cellules dont l’activité est faible ou absente lors la phase exponentielle de 

croissance. 

Toutes les expériences sont réalisées au cours de la phase exponentielle de la 

croissance cellulaire car nous voulions étudier les effets des molécules testées sur la 

prolifération cellulaire.  

 

2. Culture cellulaire 

Les cellules Caco-2 proviennent de l’European Collection of Animal Cell Cultures 

(ECACC, Salisbury, UK). Elles sont cultivées dans des flasques Falcon de 75 cm² contenant 

du milieu d’Eagle Modifié par Dulbecco (DMEM) supplémenté par 25 mM de glucose. Le 

milieu est complété avec 10% de sérum de cheval dont le complément est inactivé (56°C, 1 

h), 100 U/ml pénicilline (1%), 100 µg/ml streptomycine (1%), et 1% acides aminés non 

essentiels (Gibco, Invitrogen Corp., Cergy Pontoise, France). Les cultures sont maintenues 

dans un incubateur à 37°C sous une atmosphère saturée en humidité contenant 5% CO2.  
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Les cellules sont étalées à 1.106 cellules/15 ml de milieu et elles sont cultivées pendant 

7 jours ou jusqu’à la confluence. Lorsqu’elles arrivent à confluence, elles sont lavées avec du 

tampon versène (0,1 M PBS pH 7,2 - 2,6 mM EDTA) et détachées  par trypsinisation (0.5% 

trypsine/2,6 mM EDTA). La réaction enzymatique est arrêtée par ajout de 4 volumes de 

milieu DMEM enrichi à 20% de sérum-100 U/ml pénicilline (1%), 100 µg/ml streptomycine 

(1%). Le nombre de cellules est déterminé à l’aide de la cellule de Malassez.  Pour la 

réalisation des expériences, les cellules sont remises en culture dans du DMEM à 3% de 

sérum, 10 µg/ml d’insuline, 5 µg/ml de transferrine, 5 ng/ml de sélénium, 100 U/ml 

pénicilline (1%), 100 µg/ml streptomycine (1%) et 1% d’acides aminés non essentiels (Gibco, 

France). Le nombre de passages est limité à 10 car il a été démontré que le nombre de 

passages peut influencer différentes activités et fonctions cellulaires (Lu et coll., 1996; 

Briske-Anderson et coll., 1997). Même si la plupart de ces études sont focalisées sur les 

différences observées au niveau de facteurs impliqués pendant la différenciation, il est évident 

qu’un grand nombre de passages peut contribuer à l’hétérogénéité et à l’expression de 

caractéristiques différents par rapport à la culture des cellules Caco-2 initiale (Briske-

Anderson et coll., 1997; Walter et Kissel, 1994; Yu et coll., 1997) Tous les 10 passages de 

nouvelles cellules sont décongelées. Afin d’étudier les mécanismes cellulaires de populations 

cellulaires relativement identiques, nous avons réalisé les expériences avec des cellules du 

même lot (P11) et pour le même nombre de passages. 

 

3. Molécules testées 

Le 7β-OH sitostérol (C29H51O2, MM:430,71) et le 7β-OH cholestérol (C27H47O2, 

MM:403,65) sont obtenus suite à l’oxydation du β-sitostérol (C29H50O, MM:414,71) et du 

cholestérol (C27H46O, MM:386,65) (Sigma, Allemagne) selon la méthode Zhang et coll. 

(2005). Le β-sitostérol est purifié par chromatographie d’adsorption à partir d’une mixture 

commerciale de phytostérols (fraction non saponifiée de l’huile de Soja). La pureté du β-

sitostérol était >95%. Les échantillons purifiés contenaient de traces de campestérol. Les 

hydroxystérols sont dissous dans de l’éthanol 100% et la concentration finale de l’éthanol dans 

le milieu de culture ne dépassait pas 0,5% (v/v). 

Pour la réalisation des différentes expériences nous avons testés en absence ou en 

présence des hydroxystérols d’autres molécules chimiques : 

-les β-cyclodextrines, 45% (w/v) en H2O) (Sigma, Allemagne) en tant que véhicule de 

solubilisation du β-sitostérol ; 
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-l’inhibiteur de pan-caspases Z.VAD-fmk ((N-CBZ-Val-Ala-Asp(O-Me) fluoromethyl 

ketone, C22H30N3O7F, MM: 467,5) (Sigma, Allemagne) pour l’étude du processus 

apoptotique; 

-le MDL 72527 (N1,N4-bis(2,3-butadienyl)-1,4-butanediamine dihydrochloride, MM :210) a 

été offert par le Pr. Seiler Nikolaus (INSERM-U682, IRCAD) et il a été synthétisé selon le 

protocole décrit par Bey et coll. (1985). La N1-acétyl spermidine a été synthétisée au 

laboratoire du Dr. André Mann (CNRS-ULP UMR 7081, Faculté de Pharmacie, Lab. de 

Pharmacochimie Moléculaire, Illkirch, France), la putrescine (NH2(CH2)4NH2, MW : 88.15) 

la spermidine (NH2(CH2)3NH(CH2)4NH2, MM : 145,25) et le DFMO ((2-

(difluorométhyl)ornithine, C6H12F2N2O2 HCl, MM : 218,63) (Sigma, Allemagne) ont été 

utilisés dans le cadre de l’étude du métabolisme des polyamines ; 

-la vitamine C (C6H8O6, MM:176,12) et la N-acétyl-L-cysteine 

(HSCH2CH(NHCOCH3)CO2H, MM:163,19) (Sigma, Allemagne) ont été utilisées dans les 

études du stress oxydatif ainsi que de la variation du potentiel mitochondrial. 

   

4. Croissance cellulaire  

 4.1. Test à la sulforhodamine B 

Il s’agit d’une méthode basée sur la coloration de protéines cellulaires par la 

sulforhodamine B (SRB) (Skehan et coll., 1990). L’absorbance est mesurée à 490 nm et les 

valeurs obtenues suivent une relation linéaire avec le nombre de cellules (protéines/puits) 

pour 0 à 200.000 cellules/puits.  

 Les cellules sont ensemencées à 4500 cellules/puits sur des plaques de culture à 96-

puits et incubées plusieurs jours en absence ou présence des molécules à tester. Toutes les 24 

ou 48 h (en fonction de l’expérience) les cellules sont fixées avec 50% v/v d’acide 

trichloracétique (TCA) pendant 1 h à 4°C. Après rinçage à l’eau, les protéines cellulaires sont 

colorées par une solution de SRB (100 µl/puits, 0,4%, w/v) diluée dans l’acide acétique 1%. 

Elles sont incubées 30 min à RT, puis rincées plusieurs fois avec de l’acide acétique 1% et 

reprises dans 200 µl de Tris-HCl 10 mM, pH 10,5. Après une agitation de 20 min, la lecture 

de D.O. 490 nm est effectuée au densitomètre.   
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 4.2. Comptage des cellules  

Les cellules sont ensemencées à 1.106/boite de Pétri de 10 cm² et incubées pour 

différentes périodes en absence ou présence des molécules à tester. Les cellules sont 

collectées par trypsinisation (0.5% trypsine/2,6 mM EDTA) et reprises dans un petit volume 

de PBS 0,1 M pH 7,2. Pour l’estimation de la survie cellulaire, les cellules sont colorées avec 

une solution de Trypan Blue Dye (1/1, v/v) (Gibco, France) et comptées à l’aide de la cellule 

de Malassez au microscope optique. Ce colorant marque les cellules mortes en bleu.  

 

5. Cytométrie en flux  

 5.1. Généralités 

La cytométrie en flux consiste à analyser les signaux optiques émis par une cellule 

coupant le faisceau lumineux d’un laser (Figure 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 12 : Cytométrie en flux 
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FSC 

SSC 

Laser 

 Les signaux détectés donnent des informations sur les propriétés physiques 

intrinsèques des cellules, telles que la taille (FSC-forward scatter) et la granularité (SSC-side 

scatter) (Figure 13), ainsi que des informations relatives aux propriétés optiques induites de 

fluorescence obtenues par des marquages spécifiques de structures ou fonctions cellulaires.  

L’ordinateur analyse les données statistiques et représente sous forme d’histogramme ou de 

« dot plots » (nuages de points) la population cellulaire dont les propriétés sont évaluées. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Figure 13 : Mesure de la taille (FSC) et de la granularité (SSC) cellulaire par le cytomètre. 

 

Toutes les expériences sont réalisées à l’aide du cytomètre FACScan avec un laser de 

longueur d’onde de 488 nm (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) et la fluorescence émise 

par stimulation du fluorochrome marqueur est analysée par une cellule photoélectrique. Des 

filtres lumineux et dichroïques permettent l’analyse simultanée de 3 couleurs, en plus de la 

lumière blanche : FL-1, FL-2, FL-3 (Tableau 4). Les données sont traitées et analysées à 

l’aide du logiciel CellQuest ou ModFit pour le cycle cellulaire (Becton Dickinson, USA).  

 

Laser Paramètres Filtres 
(nm) 

Exemple de 

Fluorochrome 

488nm FL-1 

FL-2 

FL-3 

515/30 

585/42 

650 

FITC 

IP, PE 

F. Rouge, IP 

 
Tableau 4 : Laser et filtres du cytomètre en flux Becton Dickinson.  
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Cellules apoptotiques 
SubG0/G1 

Pic G0/G1 

Pic G2-S-M 

Intensité de fluorescence 
Contenu en ADN 

 5.2 Cycle cellulaire et mesure des particules hypodiploïdes  

La cytométrie en flux permet de caractériser la distribution des cellules dans chaque 

phase du cycle cellulaire, à savoir les phases G0/G1, S, G2/M en mesurant la quantité d’ADN 

présent dans la cellule au cours de son développement. Chaque pic donné par le cytomètre 

correspond à une population cellulaire accumulée à une phase donnée. Lors du processus 

apoptotique, il y a fragmentation de l’ADN et les cellules apoptotiques contiennent alors une 

quantité d’ADN inférieure à 2n. Le cytomètre détecte une fluorescence émise réduite et la 

population cellulaire s’accumule dans une région inférieure à G0/G1, appelée subG0/G1 

(Figure 14).  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     Figure 14 : Analyse du cycle cellulaire par cytométrie en flux. 

 

Pour l’analyse du cycle cellulaire nous avons utilisé l’iodure de propidium (IP) qui est un 

intercalant de l’ADN. Suite à une excitation à 488nm, la fluorescence émise par l’IP est 

capturée et les populations cellulaires présentes à une phase donnée sont triées. 

La méthode utilisée est basée sur la technique utilisée par Nicoletti et coll. (1991). De 

0,5 à 1.106 cellules sont ensemencées, traitées avec les molécules d’intérêt, prélevées par 

trypsinisation à différents points de temps et centrifugées à 900 g 5 min à 4°C. Après un 

lavage au PBS 0,1 M pH 7,2 et une centrifugation dans les mêmes conditions, les cellules sont 

perméabilisées dans 1ml de PBS : méthanol (1/9, v/v) et placées à -20°C pour 30 min 

minimum. Le méthanol fragilise les membranes cellulaires et facilite le passage de l’IP dans 

les cellules (Figure 15).  
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Avant l’analyse au cytomètre, les cellules sont lavées au PBS, centrifugées et le culot 

est repris dans 200 µl de PBS contenant 100 µg/ml IP et 250 µg/ml RNAse A (Sigma, 

Allemagne). Après incubation à l’obscurité et à 37°C pendant 30 min, les cellules sont 

analysées par cytométrie en flux (canal FL-2). Après exclusion des débris, l’analyse de la 

fluorescence est réalisée sur 10.000 évènements. 

 

 
Figure 15 : Perméabilisation de la membrane cellulaire par le méthanol et marquage de l’ADN à 

l’iodure de propidium (I.P.). 

 
  

 5.3 Marquage à l’Annexine-V /IP : distinction nécrose-apoptose 

Le processus apoptotique s’accompagne de modifications morphologiques dont parmi 

elles, la formation des fragments cytoplasmiques et nucléaires : les corps apoptotiques. Suite à 

ces remaniements structuraux, il y a exposition des phosphatidylsérines (PS) vers le feuillet 

externe de la membrane plasmique (Figure 16).  

 

 
Figure 16 : Externalisation des phosphatidylsérines au cours de l’initiation de l’apoptose.  
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 Ces phospholipides anioniques sont présents dans le feuillet interne de la membrane 

plasmique, ainsi lors de la formation des corps apoptotiques, ils sont exposés à la face externe 

par translocation. Il est possible de détecter l’externalisation des PS par marquage des cellules 

à l’annexine-V couplée à la fluorescéine isothiocyanate-5 (FITC) (Koopman et coll., 1994; 

Vermes et coll., 1995). L’annexine-V en présence de Ca²+ reconnaît et fixe spécifiquement les 

PS.  

L’externalisation des PS est mesurée à l’aide du kit de marquage Annexine-V-FLUOS 

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Allemagne). Les cellules nécrotiques peuvent 

également exposer les PS suite à la perte de l’intégrité membranaire. Afin de distinguer 

l’apoptose de la nécrose, nous avons réalisé un marquage en parallèle à l’IP sans 

perméabilisation au préalable de la membrane cellulaire. De 0,5 à 1.106 cellules sont 

ensemencées, traitées avec les molécules d’intérêt, prélevées par trypsinisation à différents 

points de temps et centrifugées à 900 g, 5 min à 4°C. Elles sont ensuite lavées dans du PBS, 

centrifugées et pour chaque échantillon, 0.5x106 cellules sont reprises dans 100 µl de tampon 

de réaction (20 µl Annexine-V-FITC, 1 ml tampon de marquage) ou 100 µl de tampon de 

réaction (20 µl IP, 1 ml tampon de marquage). Après 15 min d’incubation à l’obscurité/ RT, 

les cellules sont analysées par le cytomètre. Le canal FL-2 (filtre 515 nm) permet la détection 

de la FITC et le canal FL-3 (filtre >600 nm) l’IP. L’analyse est réalisée sur 10.000 

évènements. 

 

 5.4. Production du stress oxydatif 

Il y a plusieurs méthodes pour mesurer les radicaux libres ou espèces réactives 

d’oxygène (ERO ou ROS) dans les cellules (Curtin et coll., 2002). L’utilisation en cytométrie 

en flux des dérivés du diacétate de 2’,7’-dichlorodihydrofluorescéine (H2DCF-DA) est une 

technique efficace dans l’évaluation de l’état d’oxydoréduction de la cellule. Des estérases 

cellulaires transforment le H2DCF-DA en 2’,7’-dichlorodehydrofluorescéine (H2DCF) par 

clivage de groupes d’acétate. L’oxydation de ce dernier en 2’,7’-dichlorofluorescéine (DCF) 

par les peroxydases, le cytochrome c ou le Fe2+ peut se réaliser en présence du peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) (Tammariello et coll., 2000) (Figure 17). 
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  Figure 17 : Mécanisme d’action du 2’,7’-dichlorohydrofluorescéine (HDCF-DA).  

  La cellule est perméable au HDCF-DA qui est un précurseur du 2’,7’-dichlorofluorescéine      

  (DCF) non fluorescent. Ce précurseur est utilisé comme marqueur du stress oxydatif produit   

  par les cellules. Des estérases cellulaires clivent le HDCF-DA au niveau de deux liaisons ester et   

  produisent une molécule relativement polaire qui reste à l’intérieur de la cellule. Il y a ainsi    

  accumulation de molécules non fluorescentes au sein de la cellule qui peuvent être oxydées en    

  dichlorofluorescéine (DCF) par des peroxydases au cours de l’oxydation mitochondriale. La   

  DCF fluoresce et l’état d’oxydoréduction cellulaire peut être visualisé grâce à la détection de la   

  fluorescence émise. 

 

Selon Curtin et coll., 2002 
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Nous avons mesuré la production de deux produits importants du stress oxydatif, 

l’anion ou radical superoxyde (O2
·-) et le peroxyde d’hydrogène (H2O2) à l’aide du marqueur 

fluorescent : le CM-H2DCFDA (5-(and-6)-chloromethyl-2’,7’-dichlorodihydrofluoroscein 

diacetate, acetyl ester (C27H19Cl3O8 ; MM : 577,8) Molecular Probes, Invitrogen, France)) 

selon le protocole proposé par Chen et coll. (2003a). De 0,5 à 1.106 cellules sont 

ensemencées, traitées avec les molécules d’intérêt, prélevées par trypsinisation à différents 

points de temps et centrifugées à 900 g, 5 min à 4°C. Après un lavage au PBS 0,1 M pH 7,2, 

les cellules sont remises en suspension dans du PBS préchauffé à 37°C contenant 8,5 µM du 

CM-H2DCFDA (dilution 1/200 du stock 1,7 mM/éthanol ) et mises en incubation 30 min à 

l’obscurité/RT. Comme contrôle positif, nous avons utilisé le H202. Le H202 est ajouté à 0,3% 

(v/v) dans le milieu de culture d’un groupe non traité, 30 min avant l’étape de la 

trypsinisation. La fluorescence verte émise (FL-1) suite à l’oxydation du DCF, est détectée 

par cytométrie en flux et analysée pour 10.000 cellules/échantillon. 

 

 5.5. Mesure de l’intégrité membranaire des lysosomes 

Les lysosomes sont des corpuscules cellulaires riches en hydrolases, telles que des 

nucléases, phosphatases, lipases, phospholipases, glycosidases etc. Le pH lysosomial chez une 

cellule normale est proche de 5. Ils interviennent dans l’homéostasie cellulaire et dans les 

phénomènes de la digestion cellulaire. Au cours des étapes précoces du processus apoptotique, 

ils déversent leur contenu enzymatique dans le milieu suite à la perméabilisation de la 

membrane lysosomiale (Guicciardi et coll., 2004). La déstabilisation lysosomiale est 

déterminée par cytométrie en flux grâce à l’utilisation de l’acridine orange (AO) (Acridine 

Orange hydrochloride hydrate, C17H19N3ClH, MM : 265,36, Sigma, Allemagne) qui fluoresce 

suite à une excitation de lumière de longueur d’onde de 488 nm (Yuan et al. 2002). L’AO 

s’accumule dans les lysosomes et le faible pH influence le spectre d’émission de la 

fluorescence de la molécule (passage du vert vers le rouge). Lorsque le pH des lysosomes 

change et/ou la membrane lysosomiale est perturbée, l’AO diffuse dans le cytosol et il y a ainsi 

une augmentation de la fluorescence verte émise.  
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De 0,5 à 1.106 cellules sont ensemencées et l’AO (5 µg/ml) est ajoutée dans le milieu 

de culture 15 min avant le traitement aux hydroxystérols. Les cellules sont ensuite rincées avec 

du milieu 3% et remises en culture en absence/présence des hydroxystérols. Comme contrôle 

positif, nous avons utilisé la chloroquine (0,15 mM) qui est une molécule lysosomotropique 

connue. La concentration de la chloroquine est optimisée selon l’effet de cette molécule sur la 

croissance cellulaire et selon ses propriétés lysosomotropiques. A différentes périodes, les 

cellules sont collectées de la même façon que pour les autres expériences en cytométrie de 

flux. Le culot est repris dans 200 µl de PBS 0,1 M pH 7,2 pour l’analyse au cytomètre. Les 

fluorescences verte et rouge émises sont capturées par FL-1 et FL-3 respectivement pour 

10.000 cellules/échantillon.  

 

 5.6. Mesure du potentiel transmembranaire mitochondrial 

Le potentiel membranaire mitochondrial (∆Ψm) établi au niveau de la membrane interne 

charge la chambre interne ou matrice négativement et la chambre externe positivement. La 

perturbation du potentiel membranaire peut conduire à l’ouverture des canaux mitochondriaux, 

qui a pour conséquence l’établissement de l’équilibre des ions entre la matrice et la chambre 

externe et entraîner ainsi la chute du ∆Ψm (Poncet et coll., 2003). La mesure du potentiel 

membranaire mitochondrial est réalisé par cytométrie en flux grâce au fluorochrome : 3,3'-

diethyloxacarbocyanine iodide (DiOC2(3)) (C21H21IN2O2, MM : 460,31, Molecular Probes, 

Invitrogen, France). Il s’agit d’une molécule cationique lipophile qui pénètre dans le cytosol 

des cellules eucaryotes et fluoresce en vert (530 nm, FL-1) ou rouge (650 nm, FL-3) suite à une 

excitation à 488 nm. A des concentrations inférieures à 100 nM, le marqueur s’accumule dans 

les mitochondries dont le potentiel est actif (Shapiro et coll., 1979) et l’émission de la 

fluorescence est importante. Dans les cellules apoptotiques ou lorsque le potentiel 

membranaire est perturbé, l’intensité de la fluorescence du fluorochrome diminue. 
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 De 0,5 à 1.106 cellules sont ensemencées et traitées avec ou sans les hydroxystérols 

pendant différentes périodes de temps. Elles sont collectées par trypsinisation classique et 

lavées au PBS 0,1 M pH 7,2. Le culot est remis en suspension dans du PBS préchauffé à 37°C 

et le DiOC2(3) est ajouté à concentration finale de 50 nM. Pour le contrôle positif, le 

constructeur fournit la molécule CCCP (cyanure de 3-chlorophényl hydrazone carbonyle, 

C9H5ClN4, MM : 204,62) qui perturbe la membrane mitochondriale, en inhibant le gradient 

électrochimique mitochondrial. Elle est ajoutée à 50 µM en présence du DiOC2(3). Suite à 

une incubation de 30 min à 37°C et à l’obscurité, les cellules sont lavées avec du PBS 

préchauffé et centrifugées à 900 g, 5 min à 4°C. Le culot est repris dans 200 µl du PBS pour 

l’analyse au cytomètre. Les fluorescences verte et rouge émises sont capturées par FL-1 et 

FL-3 respectivement pour un échantillon de 10.000 cellules.  

 

 5.7. Mesure de l’expression des protéines Bcl-2 et Bax 

Les protéines Bcl-2 et Bax font partie de la famille des protéines Bcl-2 qui sont des 

régulateurs de l’apoptose (Lucken-Ardjomande et coll., 2005). Les taux d’expression des 

deux protéines peut déterminer l’état physiologique d’une cellule : la survie ou l’apoptose. La 

surexpression de la protéine Bcl-2 peut inhiber l’apoptose, alors que la surexpression de la 

protéine Bax peut la favoriser (Aggarwal, 2004). La détection de leur expression est réalisée 

par cytométrie en flux à l’aide d’anticorps spécifiques couplés au FITC. 

 De 0,5 à 1.106 cellules sont ensemencées et traitées avec ou sans les hydroxystérols 

pour différentes périodes de temps. La détection des protéines intracellulaires nécessite la 

fixation et la perméabilisation des cellules. Pour ceci, le kit de fixation/perméabilisation BD 

Cytofix/Cytoperm™ (Pharmingen, BD Biosciences, San Jose, USA) est utilisé. Les cellules 

sont récupérées par trypsinisation, lavées dans du PBS 0,1 M pH 7,2 et centrifugées 5 min à 

900 g, 4°C. Le culot est remis en suspension dans 250 µl de la solution de 

fixation/perméabilisation fournie par le kit et incubé pendant 20 min à 4°C. Suite à deux 

lavages dans du tampon 1xBD Perm/Wash™ et centrifugées 5 min, 900 g à 4°C, les cellules 

sont incubées avec des anticorps spécifiques. Les dilutions nécessaires sont réalisées dans le 

tampon 1xBD Perm/Wash™ : 
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-Pour la détection de la protéine Bcl-2 : 20 µl de l’anticorps monoclonal de souris anti-hBcl-2 

couplé à la FITC (clone Bcl-2/100, BD Pharmingen, USA) sont incubés avec les cellules 

pendant 30 min à 4°C et à l’obscurité. Pour le contrôle de l’isotype, l’immunoglobuline de 

souris IgG1 couplée à la FITC (clone MOPC-21, BD Pharmingen, USA) est utilisée dans les 

mêmes conditions que l’anti-Bcl-2 ; 

 

-Pour la détection de la protéine Bax : l’anticorps polyclonal de lapin anti-hBax (BD 

Pharmingen, USA) (10 µl, dil. 1/100) et le fragment F(ab’)2 de porc anti-immunoglobuline de 

lapin couplé à la FITC (DakoCytomation, Glostrup, Denmark) (10 µl, dil. 1/10) sont utilisés 

dans les mêmes conditions que pour la détection de la protéine Bcl-2. Entre le premier et le 

second anticorps, il y a une étape de deux lavages dans du tampon 1x BD Perm/Wash™. 

 

 A la fin des incubations avec les anticorps couplés à la FITC, les cellules sont lavées 

avec le tampon 1x BD Perm/Wash™. Pour l’analyse au cytomètre, le culot est repris dans 200 

µl du même tampon ou PBS préchauffé. La fluorescence verte émise est détectée par FL-1 

pour un échantillon de 10.000 cellules. 

 

6. Mesure de l’activité de la lactate déshydrogénase (LDH) 

La LDH est une enzyme cytosolique ubiquitaire et son apparition dans le milieu 

extracellulaire est un bon marqueur de la lyse cellulaire. Grâce au dosage de son activité 

enzymatique, nous pouvons évaluer la mort cellulaire et ainsi déterminer la cytotoxicité d’un 

produit (Decker et Lohmann-Matthes, 1988). Nous avons évalué l’activité de la LDH par le 

kit cyto Tox R (Promega, Madison, USA), qui est un test colorimétrique. Nous pouvons ainsi 

mesurer la LDH libérée dans le milieu de culture par les cellules lysées. Cette méthode est 

basée sur la conversion de L-lactate en pyruvate par oxydation et la réduction simultanée du 

NAD+ en NADH. L’apparition du NADH dans le milieu entraîne une réaction enzymatique 

par la LDH et la conversion du sel de tetrazolium en formazan (produit rouge). L’intensité de 

la réaction enzymatique dans le milieu est proportionnelle au nombre des cellules lysées.  
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Les cellules sont ensemencées dans des boites de Pétri (1.106 cellules/boite) en 

présence ou absence des hydroxystérols à tester. Elles sont incubées plusieurs jours et à 

différents points de temps, 500 µl de milieu de culture sont prélevés, centrifugés à 900 g, 5 

min /RT. 50 µl de chaque surnageant sont déposés sur une plaque de 96 puits (Falcon, 

France). Le DMEM 3% est utilisé comme contrôle. La réaction enzymatique démarre après 

l’ajout de 50 µl de substrat, elle se déroule à l’obscurité et pour une durée de 30 min. Après 

ajout de 50 µl d’une solution STOP, l’activité de la LDH est révélée par la lecture de 

l’absorbance à 490 nm. Ce test reste qualitatif et nous ne pouvons pas faire une corrélation 

entre le nombre de cellules lysées et l’activité de la LDH mesurée. Avec cette technique, nous 

avons souhaité visualiser uniquement la cytotoxicité des produits. Plusieurs protocoles sont 

valables pour déterminer également le type de mort cellulaire induit mais leur application sur 

les cellules adhérentes reste difficile. Pour la détermination de la mort cellulaire, nous avons 

choisi de réaliser d’autres types d’expériences.   
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7. Biosynthèse et catabolisme des polyamines  

Les cellules sont ensemencées (0,6.106/boite) et incubées en présence ou absence des 

hydroxystérols d’intérêt. A différents points de temps, les cellules sont collectées par grattage, 

lavées 2 fois avec du PBS 0,1 M pH 7,2 (centrifugation à 900 g, 5 min 4°C) et les culots sont 

stockés à -80°C jusqu’à la réalisation de l’expérience. Avant le dosage enzymatique, les 

culots sont repris dans du tampon Tris-HCl pH :7,4 (100 mM Tris, 1 mM EDTA, 1 mM DTT) 

auxquels sont rajoutés des inhibiteurs de protéases (0,5 µM Leupeptine, 0,5 mM PMSF). Les 

échantillons sont homogénéisés par sonication et après une ultracentrifugation de 25 min, 4°C 

à 33.000 g, les surnageants sont récupérés et le dosage des activités enzymatiques est réalisé 

immédiatement. Le dosage de la quantité des protéines est également réalisé par la méthode 

Lowry sur les mêmes échantillons.  

 

 7.1 Ornithine Décarboxylase (ODC) 

La méthode utilisée pour la mesure de l’activité de l’ODC est basée sur la méthode 

utilisée par Richmann et coll. (1971). Les échantillons (250 µl) sont incubés dans un mélange 

de 250 µl (0,5 µCi) de [1-14C]L-Ornithine 18 µM (55 mCi/mmole, Amersham Pharmacia 

Biotech, UK) et 50 µM de phosphate de pyridoxal à 37°C pendant 30 min. L’activité de 

l’ODC est déterminée par le taux de formation de 14CO2 suite à la décarboxylation de 

l’ornithine marquée. Le 14CO2 libéré est absorbé par un filtre imprégné de NaOH 2 N. La 

réaction est stoppée par l’injection de 500 µl d’acide citrique 1 N. Les filtres sont séchés et le 

taux de radioactivité est mesuré à l’aide d’un spectrophotomètre à scintillation liquide. 

 

 7.2 S-Adénosyl Méthionine Décarboxylase (AdoMetDC) 

Le dosage de l’activité de l’AdoMetDC suit le même principe que le dosage de 

l’activité de l’ODC sauf que nous mesurons le taux de 14CO2 libéré suite à la formation de la 

S-adénosyl méthionine décarboxylée à partir de la S-adénosyl méthionine (Persson et coll., 

1986). Les échantillons (200 µl) sont incubés dans un mélange de 0,2 µCi de [1-14C]S-

adénosyl-L-méthionine (60 mCi/mmol, Amersham Pharmacia Biotech, UK) et de 2,2 mM de 

putrescine (Sigma, Steinheim, Allemagne) 30 min à 37°C. Les étapes suivantes sont les 

mêmes que pour l’ODC. Les résultats sont exprimés en pmoles de 14CO2 produit par heure et 

mg de protéines. 
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 7.3 Dosage de : Putrescine, Spermidine, Spermine & formes acétylées 

La mesure du contenu intracellulaire en polyamines est réalisée par chromatographie 

liquide à haute performance selon la méthode de Seiler et Knödgen (1980). Les cellules traitées 

(0,6.106 cellules/ boite) sont collectés par grattage puis lavées avec du PBS 0,1 M pH 7,2, 

(centrifugation 900g, 5 min à 4°C) et homogénéisés par sonication dans de l’acide perchlorique 

0,2 M. Les échantillons sont centrifugés à 3000 g pendant 10 min après une incubation de 16 h 

à 4°C. Les culots sont utilisés pour le dosage protéique. Pour la détermination de la 

concentration de putrescine, spermidine, spermine, N1-acétyl spermidine et N1-acétyl spermine, 

les surnageants sont dilués (1/2, v/v) dans 0,2 M d’acide perchlorique et 0,5 µM 

d'héptanediamine. Des aliquotes de 200 µl sont alors injectées dans la colonne de la 

chromatographie.  

 

Les caractéristiques de la colonne de garde et de la colonne analytique sont les suivantes :  

- colonne de garde : L 5 cm, Pell ODS/C18, billes en verre de taille de 30 à 38 µm (Whatman 

Inc., UK)  

- colonne analytique : L 12,5 cm, Ø 4,5 cm, filtre Supersher-RP18 / pores Ø 5 µm (Macherey-

Nagel, France).   

 

Les polyamines sont séparées par chromatographie de paires d’ions formées avec l’o-

phtalaldéhyde et du 2-mercaptoéthanol (1 : 1, v/v). Les groupes amines primaires forment des 

dérivés fluorescents dont l’intensité est mesurée à 455 nm. Les résultats sont représentés en 

pmoles/mg de protéines. Le programme de l’élution est décrit par le Tableau 5. 
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Temps d’élution (min) 

% d’éluant 

  A                         B                      C 

0 

5 

10 

20 

36 

45 

53 

100                       0                       0 

 82                       18                      0 

 63                       37                      0 

 35                       65                      0 

 10                       90                      0 

  0                        90                     10 

100                       0                       0 

 
Tableau 5 : Programme d’élution des polyamines. 

A : 0,1 M d’acétate de potassium pH 4,75 contenant 2,18 g/l d’acide n-octanesulfonique 

B : éluant A 0,2 M contenant de l’acétonitrile avec un rapport 10 :3 (v/v) 

C : acétonitrile 

La vitesse de l’élution est de 1,5 ml.min- à 25°C et la colonne de la chromatographie est 

équilibrée avant chaque dépôt avec de l’éluant A pendant  5 min. 

 
Un échantillon standard contenant des concentrations connues de différentes polyamines, dont 

l’héptanediamine qui sert de standard interne. Le standard interne est également rajouté dans 

tous les échantillons ce qui permet de déterminer la concentration de chaque polyamine 

(Figure 18). 
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Figure 18 : Echantillon standard des polyamines (chromatographie HPLC).  

1 : Putrescine ; 2 : Cadavérine ; 3 : Histamine ; 4 : N1 Acétyl Spermidine ; 5 : N8 Acétyl 

Spermidine ; 6 : Héptanediamine ; 7 : Spermidine ; 8 : N1 Acétyl Spermine ; 9 : Spermine.  
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8. Fragmentation d’ADN 

 De 0,5 à 1.106 cellules sont ensemencées en présence ou en absence des 

hydroxystérols pendant différents points de temps. Les cellules sont collectées par grattage et 

lavées au PBS 0,1M pH 7,2 (900g, 5min à 4°C). Le Suicide-Track™ DNA Isolation Kit 

(Oncogene Research Products, San Diego, CA) est utilisé pour la mise en évidence de la 

fragmentation d’ADN. L’extraction d’ADN total est réalisée selon la procédure décrite par le 

fabricant et les fragments d’ADN sont séparés par électrophorèse (100 Volt, 30min). Elles 

sont visualisées à l’aide d'un UV transluminator Gel Doc 2000 et analysées à l’aide du 

logiciel Quantity One 1-D Analysis Software (BioRad Laboratories, Marnes-la-Coquette, 

France). 

 

9. Mesure de l’activité des caspases : -3, -8 et -9 

 La mesure de l’activité spécifique de ces enzymes est réalisée par des tests 

colorimétriques sur des plaques de 96-puits. Le principe est le même pour chaque dosage 

excepté l’utilisation des substrats qui sont propres à chaque caspase :  

 

-Caspase-3 : l’essai colorimétrique est réalisé avec le Caspase 3 Assay kit (Sigma, 

Allemagne). Cette expérience est basée sur l’hydrolyse du substrat Acétyl-Asp-Glu-Val-Asp-

p-nitroaniline (Ac-DEVD-pNA) par la caspase-3 présente dans les lysats cellulaires. Cette 

réaction conduit à la libération de p-nitroaniline (pNA) dont sa concentration est déterminée 

après mesure de la densité optique à 405 nm. Les valeurs obtenues sont ajustées à l’aide d’une 

courbe standard avec des concentrations données de pNA ; 

 

-Caspase-8 : le substrat utilisé est l’ Acétyl-Ile-Glu-Thr-Asp-p-nitroaniline (Ac-IETD-pNA) 

(Sigma Aldrich, Allemagne) ; 

 

-Caspase-9 : le substrat pour cet essai est le N-Acétyl-Leu-Glu-His-Asp-p-nitroaniline (Ac-

LEDH-pNA) (R&D Systems, Lille, France). 
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E E 

D.O. 450nm 

substrat 

antigène 

anticorps II 
enzyme E 

anticorps I 

 De 0,5 à 1.106 cellules sont cultivées en absence ou en présence des hydroxystérols. A 

différentes périodes, les cellules sont récupérées par grattage, lavées avec du PBS 0,1 M, pH 

7,2, (900 g, 5 min, 4°C). Les culots sont lysés dans le tampon de lyse suivant : 50 mM Hepes, 

pH 7,4, 5 mM CHAPS et 5 mM DTT. Le déroulement de chacune de ces expériences est 

réalisé selon les instructions de chaque fabricant. Pour la caspase-9, le taux d’activité 

enzymatique dans les lysats cellulaires est directement proportionnel à l’intensité de la 

coloration de la réaction. Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’activité au 

sein des différents échantillons traités par rapport au groupe contrôle. L’activité spécifique 

pour la caspase-3 et -8 est exprimée en nmoles de pNA libérés / min / mg de protéines. La 

concentration des protéines extraites est déterminée par la méthode de Lowry (1951).  

 

10. Libération du cytochrome c 

 Le cytochrome c est libéré dans le cytosol suite à une perturbation de la membrane 

mitochondriale, événement souvent lié avec l’initiation de l’apoptose (Mathews, 1985). Le 

cytochrome c est indispensable dans l’activation d’autres facteurs apoptotiques, tels que les 

caspases (Li et coll., 1997; Cho et coll., 2002). La méthode « ELISA sandwich » est utilisée 

pour détecter et quantifier le cytochrome c libéré lors d’un processus apoptotique (Figure 19). 

L’antigène possède deux épitopes différents et il est reconnu par deux anticorps différents. Un 

des deux anticorps est fixé au fond des puits de la plaque de microtitration (96-puits) alors que 

l’autre est couplé à la péroxydase. La révélation consiste à mesurer l’activité catalytique de 

l’enzyme après addition de son substrat (H2O2 + diamine orthophénylène). Cette réaction 

libère un produit coloré dont la densité optique est mesurée par spectrophotométrie à 450 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Schéma de méthode « Sandwich ELISA ». 
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 De 0,5 à 1.106 cellules sont cultivées en absence ou en présence des hydroxystérols. A 

différentes périodes, les cellules sont récupérées par grattage, lavées avec du PBS 0,1 M, pH 

7,2 (900 g, 5 min, 4°C). La détection et la quantification du cytochrome c sont réalisées à 

l’aide des deux kits : Active Motif’s Extract Kit pour la séparation de la fraction 

mitochondriale et cytosolique, et FunctionELISA™ Cytochrome c kit (Active Motif, 

Rixensart, Belgique) pour la quantification du cytochrome c dans chacune de ces fractions. La 

concentration protéique dans chaque fraction est déterminée par la méthode de Lowry. Les 

expériences sont réalisées selon les instructions du fabricant. Les résultats obtenus sont 

exprimés en nmoles de cytochrome c / mg des protéines. 

 

11. Mesure de l’activité enzymatique des protéines kinases MAPK 

 Les protéines kinases MAPK pour Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK) sont 

des protéines qui permettent la transmission des signaux perçus par des récepteurs 

extracellulaires vers des cibles intracellulaires. Ces protéines font partie des voies 

responsables du contrôle et de la régulation de la prolifération, la différenciation, l’apoptose 

ou les réactions inflammatoires. L’activation des kinases MAPK aboutit à des réactions en 

cascade faisant intervenir plusieurs facteurs cellulaires. Chez les vertébrés, il existe trois sous-

familles des kinases MAPK : les protéines ERK 1 et 2 (Extracellular signal-Regulated 

Kinases ou p44 et p42 MAPK), JNK (c-Jun N-terminal Kinase) et p38 MAPK. La 

signalisation initiée par les protéines ERK1/2 joue un rôle important dans la prolifération 

cellulaire, alors que JNK participe à l’induction de la mort cellulaire. Les deux protéines sont 

activées par phosphorylation (Morrison et coll., 2003; Weston et coll., 2002; Robinson et 

coll., 1997). 

 La détection et la quantification des protéines ERK1/2 et JNK phosphorylées ainsi que 

leurs formes inactives sont réalisées à l’aide d’une technique d’immunodétection 

colorimétrique ou dosage indirect d’un antigène. Elle suit le même principe que la méthode de 

«ELISA sandwich » sauf que l’anticorps est fixé au fond des puits de la plaque de 

microtitration et l’anticorps à doser est pris en « sandwich » entre l’antigène et l’anticorps 

secondaire couplé à un enzyme (ex. péroxydase) (Figure 20). 
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     Figure 20: Schéma de la technique du dosage indirect d’un antigène. 

 

 Les kits FACE™ERK1/2 et FACE™JNK (Active Motif, Belgique) sont utilisés afin 

de déterminer le taux de phosphorylation des protéines ERK1/2 et JNK par rapport aux 

protéines ERK1/2 et JNK totales détectées dans les cellules. Les cellules sont ensemencées 

dans des plaques de microtitration à l’ordre de 10.000 cellules/puit, en présence ou absence 

des hydroxystérols. A différentes périodes et selon les instructions du fabricant, les cellules 

sont fixées et traitées avec des anticorps anti-JNK phosphorylé, anti-JNK total ou anti–ERK 

phosphorylé, anti-ERK total ainsi qu’avec les anticorps secondaires couplés à la peroxydase. 

La densité optique du produit coloré suite à la réaction enzymatique entre la peroxydase et 

son substrat est mesurée par lecture différentielle à 450nm et à 655nm. Le nombre relatif des 

cellules/puit est déterminé grâce à une coloration au cristal violet qui est un colorant vital. La 

densité optique est mesurée à 595nm. Les résultats obtenus sont exprimés en tant que rapport 

de la D.O. ERK ou JNK/ densité cellulaire. 

 

12. Extraction protéique et Western Blot 

 Les cellules sont extraites des boites de Pétri par grattage, lavées dans du PBS 0,1 M 

pH 7,2 (900 g, 4°C, 5 min), puis reprises dans du tampon de lyse contenant Tris-HCl pH 7,5 

50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, DTT 1 mM, Triton X-100 1% pendant au moins 30 

min à 4°C et centrifugées à 10.000 g à 4°C pendant 20 min. Les surnageants cellulaires sont 

récupérés et sur une petite fraction, nous avons dosé la quantité protéique cellulaire (méthode 

Lowry). 
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 Entre 10 et 20 µg de protéines sont déposés sur un gel de polyacrylamide dénaturant 

de 12% (électrophorèse : 100 V, 2 h) puis transférés sur des membranes de nitrocellulose 

(BioRad, France) (transfert : 200 mA, 2 h 30). Les membranes sont incubées dans du tampon 

TBST (Tris-HCl pH 7,5 10 mM, NaCl 100 mM, Tween 20 0,1%) contenant 3% de BSA 

pendant 1 h/RT et sous agitation. Elles sont ensuite incubées avec du tampon TBST contenant 

les anticorps primaires à des dilutions adéquates durant toute la nuit à 4°C et sous agitation. 

Le lendemain, elles sont lavées 3 fois 10 min dans du tampon TBST avant d’être incubées 

pendant 1 h à température ambiante avec du tampon TBST contenant les anticorps 

secondaires spécifiques aux anticorps primaires et couplés à la péroxydase. Les anticorps 

utilisés pour la détection des différentes protéines humaines ainsi que leur facteur de dilution 

sont :  

 

Anticorps Primaires 

-L’anticorps monoclonal de lapin anti-Endonucléase G dilué à 1 :5000 (0,2µg/ml) 

(Calbiochem, Merck Biosciences, Allemagne) ; 

-L’anticorps monoclonal de souris anti-β-actine à 1 :2000 (0,1µg/ml) (Chemicon Int., 

Hampshire, G.Bretagne). 

 

Anticorps Secondaires 

-L’anticorps monoclonal de chèvre anti-IgG de lapin couplé à la péroxydase à 1 :50.000 

(0,02µg/ml) (Calbiochem, Allemagne) ;  

-L’anticorps monoclonal de chèvre anti IgG de souris couplé à la péroxydase à 1 : 2000 

(0,02µg/ml) (Pierce, France). 

 

 Après 3 lavages de 10 min dans du tampon TBST et 2 lavages de 5 min dans du 

tampon TBS sans Tween 20, la révélation chémiluminescente est réalisée avec le kit 

SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Pierce, Perbio Science, Brebières, 

France). L’intensité des bandes est mesurée à l’aide de l’analyseur d’images GelDoc et le 

logiciel Quantity One 1-D Analysis Software (BioRad Laboratories, France). 
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13. Microscopie Optique : Coloration de l’ADN cellulaire par le Hoechst 33342 

 Les noyaux des cellules Caco-2 sont marqués à l’aide du fluorochrome Hoechst 33342 

(350-450 nm). Il s’agit d’un marqueur vital qui se fixe sur l’ADN. Il peut être ainsi utilisé 

aussi bien pour des observations par microscopie optique que par cytométrie en flux car 

l’intensité de la fluorescence est proportionnelle à la quantité d’ADN présent. De 0,5 à 1.106 

cellules, sont ensemencées dans des boites de Pétri contenant 4 lames en verre stériles. .Les 

lames sont récupérées après différentes périodes de traitement avec les hydroxystérols et les 

cellules qui y ont adhérées sont fixées avec une solution de paraformaldéhyde 4%-PBS 0,1 M 

pH 7,2 pour une durée minimale de 30 min/RT. Elles sont ensuite lavées au PBS et les 

cellules sont incubées avec la solution PBS- Hoechst 33342 (25 µg/ml) pendant 15 min à 

l’obscurité/RT. Les lames sont observées au microscope optique à fluorescence (Axiophot 

Zeiss, Germany).   
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14. Analyse des ultrastuctures cellulaires par microscopie électronique 

 De 0,2 à 0,5.106 cellules sont ensemencées dans des boites de Pétri de 5 cm2. A 

différentes périodes de traitement en absence et en présence des hydroxystérols, les cellules 

sont rincées au PBS 0,1 M pH 7,2 et fixées par le glutaraldéhyde à 2,5% (v/v) dans du tampon 

cacodylate de sodium 0,075 M, pH 7,4 pour une durée minimale de 24 h. Le glutaraldéhyde 

est un dialdéhyde très réactif (HOC-(CH2)3-COH) qui fixe les protéines par une réaction de 

réduction entre ses groupements aldéhydiques et les groupements amines. Le glutaraldéhyde 

pénètre très rapidement et stabilise la structure fine des cellules. De plus, il augmente la 

perméabilité de l’échantillon au milieu d’inclusion et évite la formation de grandes 

distorsions. En revanche, le glutaraldéhyde ne réagit pas avec les lipides et ces derniers 

n’étant pas fixés peuvent être solubilisés par les solvants organiques utilisés lors de 

l’inclusion. Pour éviter cet inconvénient, une étape de post-fixation au tétroxyde d’osmium à 

1% (v/v) est réalisée dans de l’eau déminéralisée pendant 1 h à 4°C. Le tétroxyde d’osmium 

interagit avec les lipides insaturés par oxydation et permet la bonne conservation des 

membranes. Afin d’obtenir un meilleur contraste, les échantillons sont lavés dans un bain 

d’acétate d’uranyle à 2% (w/v) dans de l’éthanol à 50% pendant 40 min. L’acétate d’uranyle 

ainsi préparé interagit avec les groupements phosphates des phospholipides. Les échantillons 

sont ensuite soumis à une déshydratation progressive par des bains successifs d’éthanol à 70% 

(3x 20min), 90% (3x20min) et absolu (3x20 min). Les échantillons sont recouverts par des 

demi-gélules de gélatine remplies de résine époxy (LX 112, Ladd Research Industries, 

Burlington, USA). Après une étape de polymérisation à 65°C pendant 48 h, les demi-gélules 

qui portent à leur extrémité la monocouche cellulaire, sont récupérées. Des coupes fines de 

l’ordre de ~100 nm sont réalisées à l’aide d’un ultramicrotome Reichert Ultracut E et 

déposées sur des grilles de microscopie électronique à transmission (MET). Après contraste 

avec l’acétate d’uranyle et le citrate de plomb, les coupes sont observées au MET Philips EM-

410 (Eindhoven, Pays Bas).  
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 Pour les échantillons analysés par microscopie électronique à balayage (MEB), une 

étape de déshydratation suit l’étape de la fixation décrite précédemment. Les préparations à 

déshydrater, sont amenées dans l’éthanol absolu et mises en contact pendant 15min avec 

chacun des bains suivants : éthanol 100%/ héxaméthyldisilazane (HMDS, Merck, 

Allemagne) : 3v/1v ; 2v/2v ; 1v/3v puis avec du HMDS pur (2x15min). Le produit est ensuite 

enlevé et les préparations sont placées sous une Sorbonne pendant une nuit. Les échantillons 

dessèchent rapidement et avec peu de distorsions. Les bords des boites de Pétri à 5cm² 

contenant les monocouches cellulaires sont ensuite coupés et les fonds des boites sont fixés 

sur des porte-objets à l’aide d’une colle au carbone (Leit C). Le MEB exige que les 

échantillons biologiques soient conducteurs pour l’électricité. Pour ce faire, les préparations 

sont recouvertes d’une fine couche métallique de l’ordre de 15nm d’un aliage or-palladium 

(60% or -40% palladium) à l’aide d’un évaporateur cathodique (Balzers, Lichtenstein). Les 

préparations sont ensuite observées au MEB Hitachi-S-800 (Tokyo, Japan).  
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RESULTATS EXPERIMENTAUX 

CHAPITRE I 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Différents mécanismes apoptotiques sont impliqués dans les effets antiprolifératifs du 

7β-hydroxysitostérol et du 7β-hydroxycholestérol sur les cellules cancéreuses coliques 

humaines 
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1. Résumé 

   Les stérols des plantes sont retrouvés dans les fruits et les légumes. Leurs effets sur la 

baisse du taux de cholestérol sont bien documentés. Notre étude a visé à comparer les effets 

antiprolifératifs du 7β-hydroxysitostérol (7β-OHsito) par rapport à ceux du 7β-

hydroxycholestérol (7β-OHchol) sur la lignée cellulaire cancéreuse colique humaine, Caco-2. 

Quand les cellules sont exposées au 7β-OHsito 60 µM ou au 7β-OHchol 30 µM pendant 32 h, 

les deux molécules provoquent une inhibition de croissance de l’ordre de 50%. Les cellules 

traitées avec le 7β-OHsito montrent une augmentation de l’activité de la caspase-9 et de la 

caspase-3 suivie par la fragmentation de l’ADN. A l’opposé, le 7β-OHchol n’a pas activé la 

caspase-3 alors que l’activation de la caspase-9 et la fragmentation d’ADN sont retardées. Le 

traitement des cellules avec l’inhibiteur des pancaspases Z.VAD-fmk a retardé le processus 

apoptotique induit par le 7β-OHsito, mais non celui induit par le 7β-OHchol. Nos résultats 

indiquent que les deux molécules, malgré leurs similitudes structurales, ciblent différentes 

voies cellulaires qui conduisent à la mort cellulaire.  
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2. Introduction 

 Les stérols des plantes sont abondants dans les fruits et les légumes. Parmi les 

phytostérols, le sitostérol, le campestérol et le stigmastérol sont les plus importants. Ce sont 

des analogues structuraux du cholestérol. Des nombreuses études scientifiques sont basées sur 

le potentiel de ces molécules à réduire l’absorption du cholestérol au niveau de l'intestin grêle 

(Tapiero et coll., 2003; Igel M et coll., 2003; Christiansen et coll., 2001; Miettinen et Gylling, 

2003) ainsi que la prise en charge du cholestérol par les LDL (De Jong et coll., 2003; Plat et 

coll., 2000; Clifton et coll., 2004). De plus, il a été démontré que les phytostérols préviennent 

les maladies cardiovasculaires (Moghadasian, 2000; Plat et Mensink, 2001; Ostlund et coll., 

2002; Koziowska-Wojciechowska et coll., 2003). Cependant, leur potentiel de réduire le 

risque de cancer demeure controversé (Awad et Fink, 2000; Normen et coll., 2001; De Jong et 

coll., 2003; Fahy et coll., 2004). Plusieurs études ont mis en évidence les propriétés 

antiprolifératives des stérols des plantes sur les cellules du cancer du sein (Awad et coll., 

2000; 2003), les cellules du cancer de la prostate (Awad et coll., 2001), les cellules 

cancéreuses coliques HT-29 (Awad et coll., 1996; 1998) et HCT116 (Choi et coll., 2003). Il a 

été suggéré que ces effets sont apparentés à l’activation du cycle de la sphingomyéline, à 

l’arrêt du cycle cellulaire et/ou à la stimulation de l’apoptose (Awad et coll., 1996; 1998). 

L’induction de l’apoptose par le β-sitostérol semble associée à l’augmentation du taux 

d’expression de la protéine pro-apoptotique Bax et à l’activation des caspases (Choi et coll., 

2003).  

 Les phytostérols subissent l’oxydation au cours du stockage et des préparations 

culinaires. Cependant, il existe très peu de travaux sur les activités biologiques des oxydes des 

phytostérols (Daly et coll., 1983; Lutjohann, 2004). Il a été démontré que ces molécules 

altèrent les macrophages en culture (Adcox et coll., 2001) et que l' hydroxysitostérol induit le 

processus apoptotique dans les cellules U937 accompagné par une réduction du taux du 

glutathion intracellulaire (Maguire et coll., 2003).  
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 En outre, de nombreuses études ont démontré les propriétés athérogéniques (Witztum 

et Steinberg, 1991; Biasi et coll., 2004) et cytotoxiques (Lizard et coll., 1999; Ji et coll., 1990; 

Lim et coll., 2003; Miguet-Alfonsi et coll., 2002) des oxydes du cholestérol, conduisant à 

l’apoptose ou à la nécrose dans un grand nombre de lignées cellulaires (Maguire et coll., 

2003; Miguet et coll., 2001; Guardiola et coll., 1996; O’Callaghan et coll., 2002). Ils exercent 

également leurs effets en diminuant la disponibilité du cholestérol nécessaire à la formation 

des membranes cellulaires, par l’inhibition de l’enzyme clé de la biosynthèse du cholestérol, 

la HMG-CoA reductase (Schroepfer, 2000). Les oxydes du cholestérol se fixent sur des 

récepteurs membranaires spécifiques ou sur des protéines cytosoliques qui interviennent dans 

la perturbation de la synthèse du cholestérol (Theunissen et coll., 1986; Thompson et Ayala-

Torres, 1999; Olkkonen et Levine, 2004). Il a été aussi démontré que le 7β-OHchol et le 7-

ketocholestérol peuvent initier une mort non apoptotique sur les cellules U937 (Monier et 

coll., 2003). L’ensemble de ces données décrit la multitude des effets biologiques des oxydes 

du cholestérol. Pourtant, le mécanisme par lequel l’hydroxyphytostérol et 

l’hydroxycholestérol induisent la mort cellulaire, reste à déterminer.  

 Dans ce chapitre, notre but est de comparer les propriétés antiprolifératives du 7β-

OHsito et du 7β-OHchol sur les cellules cancéreuses coliques humaines, Caco-2. Des effets 

cytotoxiques du 7β-OHchol ainsi que d’autres oxystérols ont été rapportés sur les lignées 

cellulaires HT-29 et SW620 (Maier et coll., 1999). Puisqu’il a été démontré que le 7β-OHsito 

et le 7β-OHchol sont les hydroxystérols les plus abondants dans l’alimentation suite au 

stockage et à la préparation culinaire (Schroepfer, 2000; Clifton, 2002), il était intéressant de 

comparer leurs effets cytotoxiques. Nos résultats montrent que les deux composants sont 

cytotoxiques, mais que les voies activées qui contrôlent la mort cellulaire sont différentes. 
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4. Résultats complémentaires 

La coloration Hoechst 33342 est une technique qui permet de visualiser la 

morphologie des cellules par marquage de leur noyau (Miguet et coll., 2001). Différents 

temps sont considérés : 12, 24, 32, 48, 56, 72 h. Les résultats sont présentés sur la Figure 21. 

 

 
     Figure 21 : Marquage de l’ADN cellulaire par Hoechst 33342  

 

Nous avons constaté que les cellules du groupe contrôle gardent le même aspect durant 

toute l’expérience (photo 1). Après 24 h de traitement avec le 7β-OHsito à 60 µM et le 7β-

OHchol à 30 µM, les cellules augmentent de volume par rapport au groupe contrôle. Elles 

présentent également une forme moins régulière et présentent une condensation nucléaire 

(photos 2 et 3). Après 56 h de traitement, les cellules perdent leur adhérence, leur noyau est 

toujours fortement marqué et leur aspect devient de plus en plus irrégulier (photos 4 et 5). 

Pour des périodes de temps plus tardives (à partir de 56 h), les résultats sont inexploitables car 

les cellules sont dans un stade avancé d’apoptose avec un fort taux de mortalité (~80%).     
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5. Conclusion 

Nos résultats apportent des informations originales sur les effets cytotoxiques 

comparatifs du 7β-OHsito et du 7β-OHchol. La sensibilité cellulaire est différente face à ces 

deux composés. Les deux molécules provoquent des changements morphologiques et 

induisent la fragmentation de l’ADN. L’inhibition de la croissance cellulaire est caractérisée 

par l’activation des voies de l’apoptose. Les deux hydroxystérols ciblent des voies de 

signalisation intracellulaires différentes malgré leur similitude structurale. Le 7β-OHsito 

active la voie apoptotique dépendante des caspases, alors que l’effet du 7β-OHchol reste 

indépendant de l’activation de celles-ci. Le processus apoptotique activé par le 7β-OHchol 

semble être plus complexe et des facteurs indépendants des caspases pourraient être 

impliqués. 
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CHAPITRE II 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

La perturbation mitochondriale, le stress oxydatif et la déstabilisation lysosomiale 

interviennent dans l’apoptose initiée par le 7β-hydroxysitostérol et le 7β-

hydroxycholestérol 
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1. Résumé 

 Nous avons rapporté auparavant que le 7β-OHsito et le 7β-OHchol induisent 

l’apoptose dans les cellules Caco-2. L’apoptose déclenchée par le 7β-OHsito, mais non par le 

7β-OHchol, est liée à un processus dépendant des caspases. Dans le présent travail, nous 

avons comparé les effets des deux molécules sur l’intégrité mitochondriale et sur d’autres 

médiateurs de l’apoptose. Quand les cellules sont exposées aux deux hydroxystérols, aucun 

changement du taux d’expression des protéines Bcl-2 et Bax n'est détecté, ce qui est en faveur 

de l’existence d’une voie apoptotique indépendante des protéines Bcl-2/Bax, tandis qu'une 

perte du potentiel membranaire de la mitochondrie et une libération du cytochrome c (cyt c) 

dans le milieu intracellulaire sont observées. La stimulation de l'expression de l'endonucléase 

G (Endo G) et des produits du stress oxydatif (ROS) est observée dans les cellules traitées au 

7β-OHchol, mais non dans celles traitées avec le 7β-OHsito. La perte du potentiel 

mitochondrial et la mort cellulaire produites par les deux molécules sont inhibées par la 

vitamine C. Enfin, l’intégrité de la membrane lysosomiale est altérée par les deux 

hydroxystérols. Toutefois, le 7β-OHsito provoque une déstabilisation de la membrane 

lysosomiale significativement plus importante que celle produite par le 7β-OHchol.  
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2. Introduction 

  Deux voies apoptotiques majeures sont identifiées au sein de la cellule : la voie 

extrinsèque caractérisée par l’activation de récepteurs extracellulaires (extracellular death-

receptor or extrinsic pathway) et la voie intrinsèque régulée par la mitochondrie 

(mitochondrial or intrinsic pathway). La voie intrinsèque ou mitochondriale implique la 

perméabilisation de la membrane mitochondriale (MMP) qui conduit à la mort cellulaire 

dépendante ou indépendante des caspases (Kroemer et Martin, 2005). Plusieurs stimuli : les 

agents oxydants (ROS), la perméabilisation de la membrane lysosomiale (LMP), la réduction 

des facteurs de croissance, l’hypoxie et les molécules cytotoxiques peuvent être à l’origine de 

la rupture de la membrane mitochondriale (Kroemer et Jäättelä 2005; Armstrong, 2006) sous 

le contrôle de la modulation des facteurs pro- et anti-apoptotiques telles que les protéines de 

la famille Bcl-2 (Antonsson, 2004). 

 La membrane mitochondriale présente un gradient électrochimique (∆Ψm) et la 

chute de celui-ci conduit à la MMP qui à son tour favorise la libération du cyt c dans le 

cytoplasme provoquant ainsi la mort cellulaire dépendant ou indépendante des caspases 

(Henry-Mowatt et coll., 2004). Le dysfonctionnement mitochondrial conduit également à la 

production des ROS qui peuvent endommager des protéines, l’ADN et d’autres organites 

cellulaires, favorisant ainsi la mort cellulaire (Fleury et coll., 2002). Plusieurs études ont 

démontré le lien entre la rupture de la membrane lysosomiale et MMP, ce qui a pour 

conséquence la libération de médiateurs qui sont impliqués dans l’apoptose dépendante ou 

indépendante des caspases et dans la nécrose (Kroemer et Jäättelä, 2005). 

 Afin de mieux comprendre les mécanismes apoptotiques ciblés par le 7β-OHsito et 

le 7β-OHchol, nous avons comparé leurs effets sur l’intégrité mitochondriale et sur plusieurs 

facteurs modulateurs de l’apoptose (Bcl-2, Bax, cyt c, Endo G). De plus, nous avons étudié 

l’impact de ces hydroxystérols sur la production des ROS et sur l’intégrité de la membrane 

lysosomiale.  
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3. Résultats : PUBLICATION n° 2 
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4. Résultats complémentaires 

 Afin d’obtenir des informations supplémentaires sur le comportement cellulaire suite 

au traitement à l’éthanol et aux hydroxystérols, nous avons réalisé des études morphologiques 

par microscopie électronique à transmission (MET). Il s’agit d’une expérience préliminaire et 

les résultats obtenus sont représentés sur les Figures 22-26.  
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Groupe témoin (Figure 22 : photos A, B) : Les cellules Caco-2 forment un tapis cellulaire 

au bout de 48 h de culture. Les cellules contiennent dans leur cytosol beaucoup de vésicules 

lipidiques (L), visibles sur la photo B. Les cellules Caco-2 sont déjà utilisées comme modèle 

d’étude du métabolisme lipidique mais les données actuelles ne concernent que les cellules 

Caco-2 différenciées (Levy et coll., 1995 ; Meunier et coll., 1995). Il n’existe aucune donnée 

sur les cellules Caco-2 non différenciées ainsi qu’aucune observation morphologique par 

M/E.  

Figure 22 : Analyse par MET - groupe témoin.  

Les cellules Caco-2 sont cultivées pendant 24 h dans du milieu de culture DMEM 3%. Elles 

n’ont subit aucun traitement. Ct : cytoplasme ; L : vésicules lipidiques ; Mb : membrane 

plasmique ; N : noyau. La ligne en pointillées délimite deux cellules. Les grossissements des 

photos sont indiqués et les barres correspondent à une échelle de taille réelle en µm. Expérience 

réalisée sur un échantillon.   
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Groupe contrôle (Figure 23 : photos A-C) : Les cellules sont traitées à l’éthanol 0,5% 

pendant 24 h. Il n'existe pas de différences morphologiques majeures en comparaison avec le 

groupe témoin.  

Figure 23 : Analyse par MET : groupe contrôle.  

Les cellules sont traitées pendant 24 h avec de l’éthanol 0,5%. Ct : cytoplasme ; L : vésicules 

lipidiques ; Mb : membrane plasmique ; N : noyau. Les grossissements des photos sont indiqués 

et les barres correspondent à une échelle de taille réelle en µm. Expérience réalisée sur un 

échantillon.   
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Groupe 7β-OHchol 24 et 32 h (Figure 24 : photos A-F) : les cellules sont cultivées en 

présence de 30 µM de 7β-OHchol pendant 24 et 32 h. Les photos prises uniquement à 24 h 

(A, B, C) et 32 h (D, E, F) sont illustrées car au delà de 32 h l’analyse était difficile faute du 

nombre et de l’état cellulaire. Les cellules présentent de vésicules lipidiques (L) de taille plus 

importante que celles du groupe contrôle. Cette différence est nettement visible lorsque nous 

comparons les photos B et D de la Figure 24 avec les photos de la Figure 23 dont les 

grossissements sont différents, et notamment avec la photo C de la Figure 23 (groupe 

contrôle) dont le grossissement est supérieur à ceux du groupe 7β-OHchol. Nous constatons 

que le RE occupe une place importante au sein de la cellule (photos A, C, F). Une telle 

modification n’est pas observée pour les groupes témoin et contrôle. Sur la photo C, nous 

observons la présence de vacuoles contenant des structures myéliniques (My). Ce type de 

structure est également absent dans les groupes témoin et contrôle.  
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Figure 24 : Analyse par MET - groupe 7β-OHchol 24 et 32 h.  

Les cellules sont traitées pendant 24 (A-C) et 32h (D-F) avec du 7β-OHchol à 30 µM. Ct : 

cytoplasme ; L : vésicules lipidiques ; Mb : membrane plasmique ; Mt : mitochondries ; My : 

structures myéliniques ; N : noyau ; RE : réticulum endoplasmique. Les grossissements des 

photos sont indiqués et les barres correspondent à une échelle de taille réelle en µm. Expérience 

réalisée sur un échantillon.   
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Groupe 7β-OHsito 24 et 32 h (Figure 25 : photos A-F) : les cellules sont traitées avec du 

7β-OHsito à 60 µM pendant 24 et 32 h. Elles contiennent des vésicules lipidiques (L) de taille 

importante. Les différences par rapport aux groupes témoin et contrôle sont visibles lorsque 

nous comparons les photos A B D et E de la Figure 25 avec la photo C de la Figure 23 

(groupe contrôle). Il y a également apparition de structures myéliniques (My) au sein du 

cytoplasme (Ct). Contrairement au groupe du 7β-OHchol, pour le groupe 7β-OHsito, nous 

n’avons pas observé de modifications au niveau du RE. 
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Figure 25 : Analyse par MET - groupe 7β-OHsito 24 et 32 h.  

Les cellules sont traitées pendant 24 (A-C) et 32h (D-F) avec du 7β-OHsito à 30 µM. Ct : 

cytoplasme ; L : vésicules lipidiques ; Mb : membrane plasmique ; Mt : mitochondries ; My : 

structures myéliniques ; N : noyau ; RE : réticulum endoplasmique. Les grossissements des 

photos sont indiqués et les barres correspondent à une échelle de taille réelle en µm. Expérience 

réalisée sur un échantillon.   
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 Selon nos résultats, il est évident que les hydroxystérols provoquent des changements 

morphologiques au sein des cellules Caco-2. L’augmentation de la taille des vésicules 

lipidiques, ainsi que l’apparition de structures myéliniques contenues dans des vacuoles sont 

les caractéristiques communes qui apparaissent suite au traitement avec les deux 

hydroxystérols. En revanche, le 7β-OHchol perturbe le RE, ce qui est traduit par 

l’augmentation de son volume. 
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5. Conclusion 

Nos résultats apportent des informations supplémentaires sur les mécanismes qui 

contrôlent l’apoptose activée par le 7β-OHsito et le 7β-OHchol. Au cours de ce travail, nous 

avons confirmé que le 7β-OHchol active l’apoptose indépendamment des caspases, ceci étant 

confirmé par l'activation de l’expression de l’Endo G. Ce facteur provoque la fragmentation 

de l’ADN indépendamment des caspases. Nous avons également comparé les effets des deux 

hydroxystérols sur l’intégrité des membranes mitochondriale et lysosomiale. Les deux 

molécules perturbent la membrane mitochondriale. En effet, ils induisent la chute du potentiel 

membranaire et par conséquent la perméabilisation mitochondriale. Cette perturbation est 

associée avec la libération dans le milieu cytoplasmique du cyt c, qui est un événement plus 

tardif dans le cas du 7β-OHchol. La membrane lysosomiale est également perturbée par les 

deux molécules. Toutefois, l’altération lysosomiale est plus importante et rapide avec le 7β-

OHsito. Un autre facteur, souvent associé à la perturbation mitochondriale, est la production 

du stress oxydatif. Le 7β-OHchol en favorise la formation alors que le 7β-OHsito inhibe la 

production basale par les cellules Caco-2. La perte du potentiel membranaire ainsi que le taux 

des corps apoptotiques sont inhibés par le co-traitement avec la vitamine C, ce qui suggère 

l’importance de la mitochondrie dans l’initiation de l’apoptose. La vitamine C piège les 

radicaux oxygénés avant qu’ils initient la péroxydation lipidique en protégeant ainsi les 

biomembranes et les lipoprotéines (Delattre et coll., 2005). Enfin, nous avons déterminé que 

la perturbation mitochondriale est indépendante des protéines de la famille Bcl-2, la protéine 

pro-apoptotique Bax et la protéine anti-apoptotique Bcl-2. 

De résultats supplémentaires et préliminaires obtenus suite à l’analyse morphologique 

des cellules Caco-2 par microscopie électronique, ont fourni de nouveaux éléments sur 

l’activité des deux hydroxystérols. Suite aux deux traitements, nous avons observé 

l’augmentation de la taille des vésicules lipidiques ainsi que l’apparition de structures 

myéliniques contenues dans des vacuoles. De plus, le 7β-OHchol provoque des perturbations 

ultrastructurales du RE. Cette structure augmente de taille et occupe une place importante 

dans le cytoplasme en comparaison avec les cellules traitées au 7β-OHsito et les groupes 

témoin ou contrôle.  
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CHAPITRE III 
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1. Résumé 

Notre étude a visé à comparer les effets du 7β-OHsito et du 7β-OHchol sur le 

métabolisme des polyamines et sa relation avec l’apoptose. Quand les cellules cancéreuses 

coliques humaines sont traitées par le 7β-OHsito et par le 7β-OHchol à des concentrations 

permettant une inhibition similaire de la prolifération cellulaire, les deux hydroxystérols 

inhibent l'activité des enzymes de la voie de biosynthèse des polyamines et provoquent une 

diminution de la concentration intracellulaire des polyamines. Conjointement, nous observons 

une activation du catabolisme des polyamines comme l'atteste l’augmentation de la 

concentration de N1-acétyle spermidine. Le traitement des cellules par une polyamine 

exogène, la putrescine, inhibe la mort cellulaire induite par le 7β-OHchol, mais pas celle 

provoquée par le 7β-OHsito. Le MDL 72527, qui est un inactivateur spécifique de la 

polyamine oxydase (PAO), une enzyme clé de la voie catabolique des polyamines, favorise 

les effets apoptotiques du 7β-OHchol par le biais de l’augmentation de la concentration 

intracellulaire en N1-acétyle spermidine. A l’opposé, le MDL 72527 ne modifie pas les effets 

apoptotiques du 7β-OHsito. Ces résultats indiquent que seules les perturbations du 

métabolisme des polyamines provoquées par le 7β-OHchol, mais non par le 7β-OHsito, 

semblent être liés à la mort cellulaire.  
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2. Introduction 

 Les polyamines sont des composants naturels de la cellule qui accomplissent une 

multitude de fonctions et sont essentielles pour la vie cellulaire. Elles interviennent en tant 

que médiateurs de la croissance et de la division cellulaire. Parmi les cibles fonctionnelles des 

polyamines, nous citons les acides nucléiques, certaines protéines et des lipides constitutifs de 

la membrane chargés négativement (Catros-Quemener et coll., 1999; Wallace, 2004). Les 

polyamines sont de petites molécules polycationiques que nous détectons dans la majorité des 

cellules animales et végétales. Elles ont été mises en évidence pour la première fois au XVIIe 

siècle dans le liquide séminal humain. Parmi les polyamines identifiées, les plus importantes 

sont : la putrescine, la spermidine et la spermine. Il existe également une autre polyamine, la 

cadavérine ou 1,5-pentadianemine mais elle n’est présente dans l’organisme 

qu’occasionnellement et provient principalement de la flore bactérienne (Seiler, 1986; Gerner 

et Meyskens, 2004). La structure des principales polyamines est représentée sur la Figure 26. 

 

 
Figure 26 : Structure des principales polyamines. 

 

Pour les cellules eucaryotes, les polyamines peuvent soit provenir du milieu 

extracellulaire soit être synthétisées au sein de la cellule. Le mécanisme d’importation des 

polyamines exogènes n’est pas encore défini (Milovic, 2001). La biosynthèse se réalise au 

niveau du cytoplasme et le cycle métabolique est caractérisé par un équilibre entre la 

biosynthèse et le catabolisme. La phase de synthèse consiste à la formation de la putrescine, 

spermidine et spermine via l’action des enzymes spécifiques. La putrescine se forme suite à la 

décarboxylation de l’ornithine par l’ornithine décarboxylase (ODC) (Figure 27). 
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Pour les cellules de mammifères, la voie de décarboxylation de l’ornithine semble être la voie 

exclusive de la synthèse de novo des polyamines (Seiler et coll., 1998; Urdiales et coll., 

2001). 

 

 
Figure 27 : Métabolisme des polyamines : Biosynthèse et Catabolisme.  

L’ornithine est produite à partir de l’arginine au cours du cycle de l’urée. La décarboxylation de 

l’ornithine par l’ornithine décarboxylase (ODC) produit la putrescine. La décarboxylation de la 

S-adénosyl méthionine (SAM, dcSAM) en présence de la S-adénosyl méthionine décarboxylase 

(AdoMetDC, AMD) fournit les groupes aminopropyl nécessaires pour la synthèse de la 

spermidine et de la spermine en présence de la spermidine synthase (SRM) et spermine synthase 

(SMS). La spermidine/spermine N1-acétyle transférase (SSAT) est une aminopropyl acétyle 

transférase qui favorise la mono-acétylation de la spermidine et la mono-ou di-acétylation de la 

spermine. Les diamines et les polyamines acétylées peuvent servir en tant que substrats d’un 

transporteur de diamines (DAX) pour être éliminées dans l’urine. Elles sont également les 

substrats naturels d’une oxidase dépendante des flavines, la polyamine oxydase (PAO) qui 

intervient dans le catabolisme et catalyse leur conversion en spermidine et putrescine.  
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 Ce qui caractérise le métabolisme des polyamines, c’est sa régulation très sophistiquée 

et toute perturbation peut conduire au dysfonctionnement et à la mort cellulaires. En dehors 

des polyamines, des facteurs de croissance et des hormones régulent l’activité des enzymes 

clés, aussi bien de la voie de la biosynthèse que de la voie du catabolisme des polyamines 

(Babbar et Gerner, 2003). Il existe de nombreuses études qui montrent que des molécules 

interférant avec le métabolisme des polyamines sont des médicaments anticancéreux 

potentiels (Wallace et Fraser, 2004). Toute approche thérapeutique consiste à réduire l’apport 

des polyamines dans les cellules tumorales en combinant l’inhibition des voies de biosynthèse 

intracellulaire et la réduction des sources exogènes (Seiler, 1991). Toutefois, il existe de 

nombreux résultats contradictoires sur la relation entre le métabolisme des polyamines et la 

mort cellulaire programmée. Dans certaines situations, l’apoptose peut s’activer suite à la 

déplétion sélective du contenu en polyamines dans la cellule (Seiler, 2003). La déplétion des 

polyamines peut être aussi obtenue par l’utilisation d’analogues structuraux qui entrent en 

compétition et inhibent le fonctionnement régulateur des celles-ci (Porter et coll., 1987). A 

l’opposé, il existe des travaux qui décrivent que l’activation de l’apoptose peut survenir suite 

à une augmentation de la concentration en polyamines ou à la surexpression des enzymes de 

la biosynthèse (Poulin et coll., 1995; Erez et coll., 2002). Il existe des relations claires entre 

les polyamines endogènes et les voies et facteurs qui contrôlent l’apoptose (Pignatti et coll., 

2004; Seiler et Raul, 2005). 

Afin d’obtenir des informations supplémentaires sur les mécanismes impliqués dans 

les propriétés pro-apoptotiques des deux hydroxystérols, nous nous sommes intéressés à leur 

impact sur les voies intracellulaires qui sont liées à l’apoptose et au métabolisme des 

polyamines. 
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3. Resultats : PUBLICATION n° 3 
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4. Résultats complémentaires 

 L’activation de la voie des protéines MAPK est essentielle pour la signalisation 

cellulaire en réponse aux divers stimuli tels que le dommage de l’ADN, les cytokines, la 

lumière UV, le stress oxydatif, les médicaments anticancéreux etc. (Cobb et Goldsmith, 

1995). Pourtant le rôle et l’implication de ces protéines dans la prolifération, la différenciation 

et la mort cellulaire restent ambigus et semblent être dépendants du système cellulaire et du 

type du stimulus. L’activation des protéines ERK1/2 est souvent associée à la survie et 

différenciation cellulaires (Wang et coll., 1998), alors que dans certains cas leur 

phosphorylation est nécessaire pour un déclenchement de l’apoptose (Wang et coll., 2000). 

De manière similaire, la phosphorylation des protéines JNK et p38 MAPK peut affecter soit la 

prolifération soit la mort cellulaire (Liu et coll., 1996; Lee et coll., 1998). Il existe de 

nombreuses études qui ont mis en évidence l’implication des polyamines dans l’expression et 

l’activation des protéines MAPK, mais la relation exacte reste à élucider (Chen et coll., 2003; 

Hu et coll., 2005b). Les protéines MAPK peuvent s’activer aussi bien suite à une 

augmentation de la concentration des polyamines (Manni et coll., 1997) qu’à une réduction de 

celles-ci (Ray et coll., 1999).  
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 Etant donné que les hydroxystérols affectent le métabolisme des polyamines et 

induisent l’apoptose, nous avons souhaité déterminer s’il y a une relation entre le métabolisme 

des polyamines et la mort programmée par le biais des protéines MAPK. Les cellules sont 

cultivées en absence et en présence des hydroxystérols pendant 24 et 48 h et la quantité des 

protéines ERK1/2 et JNK, phosphorylées et totale est mesurée. Les résultats obtenus sont 

représentés par la Figure 28. Les hydroxystérols ne modifient ni l’expression des protéines 

totales ni leur état de phosphorylation par rapport aux cellules contrôles. 

 

Figure 28 : Expression intracellulaire des protéines ERK et JNK : totales et phosphorylées. 
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5. Conclusion 

 Cette étude démontre que le 7β-OHsito et le 7β-OHchol influent sur la voie de la 

biosynthèse des polyamines. Toutefois, les deux molécules présentent des effets différents. Le 

7β-OHsito inhibe l’activité des deux enzymes : ODC et AdoMetDC. La diminution de leur 

activité ne semble pas être associée directement à l’inhibition de la croissance cellulaire 

induite par cet hydroxystérol, compte tenu du fait que la putrescine exogène n’a pas conduit 

au rétablissement de la croissance cellulaire. En revanche, le 7β-OHchol inhibe uniquement 

l’activité de l’AdoMetDC et l’addition de la putrescine exogène a permis de réduire le taux de 

corps apoptotiques formés. Il est ainsi possible que la perturbation du métabolisme des 

polyamines provoquée par le 7β-OHchol soit directement liée à l’induction de l’apoptose. Les 

deux hydroxystérols agissent également sur le catabolisme des polyamines en favorisant son 

activation par la synthèse de N1-acétyle spermidine. L’utilisation du MDL 72527, 

l’inactivateur de la PAO qui est l’enzyme clé du catabolisme, a permis de différencier l’effet 

de deux hydroxystérols. En effet, le nombre des corps apoptotiques et la concentration de la 

N1-acétyle spermidine augmentent lorsque cet inhibiteur est utilisé uniquement en 

combinaison avec le 7β-OHchol. L’implication des formes acétylées accumulées suite à 

l’inactivation de la PAO pourrait être à l’origine de l’augmentation du taux des corps 

apoptotiques au cours du traitement avec le 7β-OHchol.  

 Parmi les protéines de la machinerie cellulaire qui contrôlent aussi bien la prolifération 

que la mort cellulaires, et qui sont souvent associées aux perturbations du métabolisme des 

polyamines, il y a les protéines kinases MAPK : ERK1/2 et JNK. Leur implication dans les 

divers processus a lieu suite à leur phosphorylation. Les deux hydroxystérols, n’influent pas 

sur l’état de phosphorylation de ces protéines en excluant ainsi toute implication de celles-ci 

dans la perturbation du métabolisme des polyamines et la mort cellulaire. 
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DISCUSSION GENERALE  
   

 Dans le premier chapitre, nous avons montré que les deux hydroxystérols inhibent la 

croissance cellulaire mais les cellules sont plus sensibles face au 7β-OHchol. En effet, le 

même taux d’inhibition de la croissance cellulaire est observé pour une concentration du 7β-

OHsito deux fois supérieure à celle du 7β-OHchol (60 et 30 µM respectivement). Cette 

inhibition de la croissance est liée à l’activation de l’apoptose, confirmée par la fragmentation 

de l’ADN et l’augmentation du taux des corps apoptotiques produits. Nous nous sommes 

ensuite intéressés aux mécanismes susceptibles d’être activés en amont de la fragmentation de 

l’ADN. Nous avons montré que la caspase effectrice -3 est activée uniquement par le 7β-

OHsito alors que la caspase initiatrice -9 est activée par les deux hydroxystérols, mais plus 

tardivement avec le 7β-OHchol. L’inhibition des caspases par l’utilisation de l’inhibiteur à 

large spectre d’action, le Z-VAD.fmk, a pour conséquence l’arrêt de la mort cellulaire 

provoquée spécifiquement par le 7β-OHsito. Ceci démontre que l’apoptose activée par le 7β-

OHsito est dépendante des caspases. Pour le 7β-OHchol, nous avons cherché à déterminer si 

l’apoptose activée par cette molécule est indépendante des caspases.  

 

 Dans le deuxième chapitre nous avons pu montrer que d’une part, le 7β-OHchol 

provoque l’expression d’une protéine mitochondriale, l’endonucléase G. Cette protéine est 

liée à la voie apoptotique indépendante des caspases. D'autre part, nos résultats démontrent 

que les deux hydroxystérols perturbent la membrane mitochondriale, comme l'indique la 

chute de son potentiel membranaire (∆Ψm). La perturbation mitochondriale caractérise la voie 

apoptotique intracellulaire ou mitochondriale. La perte du ∆Ψm est souvent associée à 

l’ouverture de canaux qui permettent la libération du cytochrome c dans le cytoplasme. Le 

cytochrome c est responsable de l’activation de la caspase majeure de la voie mitochondriale, 

la caspase-9. Les deux hydroxystérols conduisent ainsi à la libération du cytochrome c avec 

une cinétique plus tardive pour le 7β-OHchol. Ceci est en accord avec les résultats obtenus 

sur l’activité spécifique de la caspase-9, qui atteint également sa valeur maximale tardivement 

pour le 7β-OHchol. Un autre paramètre souvent associé à la perturbation de la membrane 

mitochondriale est la production des ROS. Malgré l’altération de la membrane mitochondriale 

par les deux molécules, le 7β-OHchol augmente le taux basal de production des ROS dans les 

cellules alors que le 7β-OHsito l’inhibe.  
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Ainsi le stress oxydatif pourrait être impliqué dans l’apoptose induite par le 7β-OHchol 

comme l’indique le co-traitement avec la vitamine C, un antioxydant connu, qui conduit à la 

diminution du taux des corps apoptotiques produits par le 7β-OHchol. Cependant, le co-

traitement de la vitamine C avec les hydroxystérols diminue également le taux des corps 

apoptotiques produits chez les cellules traitées avec le 7β-OHsito, mais la variation est moins 

importante que celle pour les cellules traitées avec le 7β-OHchol. De plus, il est important de 

noter que le co-traitement avec la vitamine C empêche la chute du ∆Ψm pour les deux 

molécules utilisées. Ceci suggère que dans le cas des deux hydroxystérols, la perturbation de 

la membrane mitochondriale est un processus majeur dans l’activation de l’apoptose alors que 

la voie apoptotique activée suite à cette altération diverge en fonction de l’hydroxystérol 

utilisé. La perturbation mitochondriale, ainsi que la production du stress oxydatif, peuvent 

également être liés à la perturbation d’autres organites tels que les lysosomes. La perturbation 

lysosomiale peut être révélée par l’altération de la membrane. Nous avons constaté que les 

deux hydroxystérols agissent sur l’intégrité membranaire des lysosomes, le 7β-OHsito étant 

plus actif dans ce processus que le 7β-OHchol.  

 Enfin, nous avons souhaité déterminer si d’autres facteurs interviennent dans 

l’apoptose, et plus précisément les facteurs qui agissent en amont de la mitochondrie. Nous 

avons ainsi mesuré la variation du taux d’expression des deux protéines de la famille Bcl-2, la 

protéine anti-apoptotique Bcl-2 et la protéine pro-apoptotique Bax. Ces deux protéines 

régulent la perméabilisation mitochondriale et le rapport de leur taux d’expression détermine 

l’avancement de la cellule vers l’apoptose ou la survie. Dans le cas des deux hydroxystérols, 

aucune variation n’est détectée laissant ainsi supposé que l’apoptose est indépendante des 

protéines Bcl-2 et Bax.  

  

 Dans la mesure où les polyamines (putrescine, spermidine et spermine) sont 

d'importants régulateurs de la croissance et de la mort cellulaire (Seiler et Raul, 2005), il nous 

a semblé important d'étudier les effets des deux hydroxystérols sur le métabolisme des 

polyamines et nous avons essayé de déterminer s’il existait une relation avec l'activation du 

processus apoptotique. Nos résultats montrent que les deux molécules perturbent le 

métabolisme des polyamines en diminuant leur taux intracellulaire. De plus, le 7β-OHsito 

inhibe l’activité des deux enzymes clés de la biosynthèse des polyamines : l’ODC et 

l’AdoMetDC, alors que le 7β-OHchol perturbe uniquement l’activité de l’AdoMetDC.  
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Cette inhibition de la biosynthèse est renforcée par l’activation du catabolisme des 

polyamines, confirmée par l'accumulation intracellulaire du dérivé acétylé N1-acétyle 

spermidine, qui est un des marqueurs de l’activité catabolique. En ce qui concerne la relation 

entre la perturbation du métabolisme des polyamines et l’apoptose, la putrescine exogène 

ajoutée lors du traitement par les hydroxystérols empêche l'inhibition de la croissance 

cellulaire induite par le 7β-OHchol, mais reste sans effets lors du traitement avec le 7β-

OHsito. De plus, l’utilisation d'un inhibiteur spécifique de la PAO, qui est une enzyme clé du 

catabolisme, favorise les effets pro-apoptotiques du 7β-OHchol. Enfin, l’addition de N1-

acétyle spermidine au mileu extracellulaire, favorise uniquement les effets antiprolifératifs du 

7β-OHchol. Nous pouvons ainsi déduire que la perturbation du métabolisme des polyamines 

pourrait être à un facteur impliqué directement dans l’activation de l’apoptose induite par le 

7β-OHchol mais pas dans l'activation de l'apoptose par le 7β-OHsito. Toutefois, les deux 

hydroxystérols altèrent le métabolisme des polyamines indépendamment des protéines 

kinases MAPK dont leur relation avec les polyamines est établie et dépend du modèle 

expérimental.  
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CONCLUSION GENERALE 
  

 L’ensemble de nos résultats montre que les propriétés biologiques du 7β-OHchol et du 

7β-OHsito divergent, et ceci malgré leur forte similarité structurale. Les travaux de Maguire 

et coll. (2003) sur les macrophages U937 ont montré que les deux hydroxysterols présentent 

la même cytotoxicité mais à des concentrations différentes. Les hydroxyphytostérols étant 

moins actifs que les oxydes du cholestérol. De façon similaire, Adcox et coll. (2001) ont 

comparé les effets des oxydes du cholestérol et des oxydes des phytostérols en mélange sur 

des cellules dérivées des macrophages (C57BL/6), et ont démontré que la cytotoxicité des 

oxydes des phytostérols était moins importante que celle des oxydes du cholestérol.  

 Il existe un grand nombre de travaux qui sont focalisés sur les propriétés cytotoxiques 

et pro-athérogènes des oxydes du cholestérol (Schroepfer, 2000). Une grande partie parmi eux 

est consacrée aux propriétés de ces molécules en tant que ligands des récepteurs spécifiques 

du métabolisme du cholestérol. En effet, les oxydes du cholestérol sont des régulateurs 

potentiels de ce métabolisme. Ils sont reconnus par les protéines OBP ou le récepteur LXR 

(Olkkonen et Levine, 2004). Cette interaction peut conduire à la régulation du métabolisme 

du cholestérol et notamment à l’inhibition de l’enzyme clé, la HMG-CoA réductase. Une telle 

inhibition peut provoquer la diminution de la biodisponibilité du cholestérol pour la 

croissance cellulaire en dirigeant les cellules vers la mort apoptotique. Ceci a déjà été 

démontré en utilisant des inhibiteurs spécifiques de la HMG-CoA réductase telle que la 

lovastatine (Rabkin et Kong, 2003). Il est ainsi possible que le 7β-OHchol agisse sur les 

cellules Caco-2 par le biais de cette voie mais, il reste à le démontrer car il n’existe aucune 

donnée sur une telle activité. 

 En ce qui concerne le 7β-OHsito, il existe peu de travaux qui se sont basés sur ses 

propriétés et nous ignorons les effets de cette molécule sur le métabolisme du cholestérol. En 

revanche, le β-sitostérol n’a aucun effet négatif sur l’activité de l’HMG-CoA réductase 

(Berger et coll., 2004). Il a été démontré que le groupement alkyl additionné sur la chaîne 

latérale du cholestérol pour la formation des phytostérols, prévient toute interaction avec les 

sites de l’HMG-CoA réductase responsables de la rétro-régulation de son activité (Kakis et 

Kuksis, 1984). 
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 Dans le cas de l’apoptose et de la perturbation mitochondriale provoquées par le 7β-

OHchol, il existe de nombreuses études qui ont démontré que ce composé exerce ses effets 

pro-athérogènes et cytotoxiques en agissant sur l’intégrité de la membrane mitochondriale de 

diverses lignées cellulaires (Lemaire-Ewing et coll., 2005; Ryan et coll., 2005). En revanche, 

rien n’est démontré pour le 7β-OHsito. La perte de l’intégrité mitochondriale, traduite par la 

chute du potentiel membranaire provoquée par les deux hydroxystérols à des stades précoces 

du processus apoptotique, peut être interprétée comme un évènement précoce et spontané. 

Selon nos résultats, la chute du potentiel membranaire mitochondrial diminue dans le temps et 

en plus, les protéines de la famille Bcl-2, Bax et Bcl-2 nécessaires pour le maintien du signal 

pro-apoptotique sont absentes.  

 L’absence d’implication des protéines Bax et Bcl-2 peut être expliquée par la forme 

mutante et non fonctionnelle de la protéine p53 chez les cellules Caco-2 (Karczewski et coll., 

2000). Les tumeurs peuvent devenir résistantes à un traitement suite à la modification du taux 

d’expression ou de la fonction des protéines régulatrices de l'apoptose. La protéine p53 est un 

facteur de transcription régulant l’expression de multiples facteurs pro-apoptotiques : des 

inhibiteurs de la progression du cycle cellulaire, des régulateurs de sa propre activité, des 

médiateurs du stress oxydatif, des composants de la voie extrinsèque d’apoptose, des 

activateurs des caspases, des membres de la famille Bcl-2 (Yu et Zhang, 2005). Elle peut 

également interagir directement avec la membrane mitochondriale et induire la 

perméabilisation mitochondriale (Zamzami et Kroemer, 2005). Pour les cellules Caco-2, la 

protéine p53 présente des mutations au niveau de la région qui se lie à l’ADN. De plus, la 

partie C-terminale qui est responsable de l’oligomérisation de la protéine est tronquée en 

empêchant ainsi sa fixation aux simples brins d’ADN ou ARN (Karczewski et coll., 2000). 

Etant donné l’importance de ces mutations, il est possible que p53 n’intervienne pas dans 

l’apoptose des cellules Caco-2. De plus, les deux hydroxystérols induisent l’apoptose 

indépendamment de l’expression des protéines Bcl-2 et Bax, ce qui pourrait s’expliquer en 

partie par l’absence d’une protéine p53 fonctionnelle.  

  



 

 119

 La perturbation mitochondriale est souvent associée à la production du stress oxydatif. 

Le rôle du stress oxydatif dans la cancérogenèse reste controversé. Les ROS peuvent agir 

aussi bien en tant que molécules pro-apoptotiques (England et Cotter, 2005; Valko et coll., 

2005) que facteurs pro-cancérogènes (Behrend et coll., 2003). Les propriétés oxydatives du 

7β-OHchol sont largement décrites, toujours dans le cadre de ses propriétés pro-athérogènes 

(Monier et coll., 2003). En revanche, il n’existe aucune étude qui décrit le pouvoir pro-

oxydatif du 7β-OHsito. Selon un travail réalisé avec un mélange des oxydes des phytostérols, 

il a été suggéré que ces molécules exercent leur effet cytotoxique indépendamment du stress 

oxydatif (Ryan et coll., 2005). Notre étude montre que le 7β-OHsito non seulement n’induit 

pas la production du stress oxydatif, mais il possède plutôt des propriétés anti-oxydantes en 

diminuant le taux de production basal des ROS par les cellules Caco-2.  

 En ce qui concerne la vitamine C et son action anti-oxydante, il semblerait dans notre 

étude que cette molécule possède un effet protecteur plus global sur la mitochondrie contre 

l’action des hydroxystérols. En effet, la vitamine C protège la mitochondrie contre la 

perméabilisation de sa membrane par les deux hydroxystérols. La vitamine C piège 

efficacement les radicaux oxygénés en protégeant ainsi les membranes des organites de la 

péroxydation lipidique (Delattre et coll., 2005).  

La perte de l’intégrité de la membrane lysosomiale peut être à l’origine de l’apoptose 

ou d’autres types de la mort cellulaire (Guicciardi et coll., 2004; Erdal et coll., 2005). 

Plusieurs stimuli peuvent provoquer la rupture de la membrane lysosomiale, en conduisant 

ainsi à la libération des médiateurs qui peuvent interagir avec la mitochondrie pour activer le 

processus apoptotique (Zhao et coll., 2003; Fehrenbacher et Jäättelä, 2005). La membrane 

lysosomiale est perturbée par les deux hydroxystérols. En ce qui concerne le 7β-OHchol, il est 

démontré que les lipoprotéines oxydées qui contiennent comme majeurs produits le 7β-

OHchol et le 7-cétocholestérol, provoquent chez les macrophages la déstabilisation 

lysosomiale et l’induction de l’apoptose (Yuan et coll., 2000). Cependant, nous ignorons 

l’effet du 7β-OHchol à l’état isolé. Il n’existe aucune donnée également concernant l’effet du 

7β-OHsito sur les lysosomes. Nous constatons uniquement que dans notre étude, l’effet du 

7β-OHsito sur la rupture de l’intégrité membranaire des lysosomes est plus rapide et plus 

importante que celui du 7β-OHchol.  
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Les perturbations mitochondriales et lysosomiales peuvent être expliquées par un effet 

direct des deux hydroxystérols sur la structure membranaire. Des travaux ont effectivement 

rapporté une forte interaction des oxydes du cholestérol sur les bicouches phospholipidiques 

des membranes. En effet, l’insertion des oxydes du cholestérol dans ces bicouches 

phospholipidiques provoque des modifications structurales pouvant expliquer l'activité 

cytotoxique de ces molécules (Massey, 2000; Massey et Pownal, 2006). Pour le 7β-OHsito, il 

n’existe aucune preuve de son action sur les membranes cellulaires. En revanche, il est 

généralement admis que les groupements alkyls présents sur la chaîne latérale rendent la 

molécule plus hydrophobe, ce qui favorise son passage à travers la membrane plasmique, ce 

qui pourrait provoquer l’excitation de divers enzymes et facteurs liés à la mort cellulaire 

(Bloch, 1983; Awad et Fink, 2000). Awad et coll. (1996) ont également montré que le β-

sitostérol altère les membranes lipidiques. Toutefois, l’existence de différences structurales 

mineures entre le 7β-OHsito et le 7β-OHchol pourrait expliquer les différences au niveau de 

leur activité biologique. Si les hydroxystérols perturbent les membranes des lysosomes et de 

la mitochondrie, ils pourraient ainsi favoriser la dégradation de ces organites.  

 L’analyse par microscopie électronique a fourni quelques éléments supplémentaires 

sur les effets des hydroxystérols étudiés. Certes, il s’agit d’une étude préliminaire réalisée sur 

une échelle très restreinte, néanmoins elle permet d’orienter le travail vers de nouvelles 

hypothèses. L’augmentation de la taille des corps lipidiques suite au traitement avec les deux 

hydroxystérols pourrait être liée à une perturbation du métabolisme lipidique. En effet, Li et 

coll. (2005) ont démontré que le 7β-OHchol perturbe le métabolisme lipidique au sein des 

macrophages, en induisant l’accumulation de gouttelettes lipidiques. Pourtant il est difficile 

dans le cadre de notre étude d’attribuer une quelconque relation entre ce métabolisme et la 

mort cellulaire. Nous avons également constaté que dans les cellules traitées avec le 7β-

OHchol, le RE semble hypertrophié. Le RE est le lieu de synthèse de nombreux composants 

cellulaires et constitue le lieu de fabrication des stérols (Soccio et Breslow, 2004). Il est 

possible que ce changement morphologique reflète la perturbation du métabolisme du 

cholestérol par le 7β-OHchol.  
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 L'analyse ultrastructurale nous a également permis d'observer que les deux 

hydroxystérols favorisent l’apparition de structures myéliniques. Miguet-Alfonsi et coll., 

(2002) ont réalisé une analyse morphologique des macrophages traités au 7β-OHchol par 

microscopie électronique, et ils ont constaté l’apparition de vacuoles contenant des structures 

myéliniques. Il semble que de telles structures apparaissent lors de l’inhibition de 

l’autophagie. L'autophagie est un processus de mort cellulaire qui est caractérisée par 

l’enveloppement du matériel cellulaire destiné à être renouvelé dans une vacuole entourée 

d'une double membrane. L’ensemble ainsi formé est appelé autophagosome et permet de 

"digérer" le matériel cellulaire. L’autophagosome passe en maturation en formant 

l’autolysosome suite à sa fusion avec les endosomes et/ou les lysosomes (Levine et Klionsky, 

2004). L’autophagie est souvent une adaptation cellulaire suite à un stress nutritif et la survie 

cellulaire en dépend (Edinger et Thompson, 2004). Cependant, si au cours de l’étape de la 

maturation des autophagosomes, il y a inhibition de leur fusion avec les lysosomes par des 

agents lysosomotropiques qui perturbent les membranes lysosomiales, telle que la 

hydroxychloroquine, les cellules accumulent un grand nombre de vacuoles autophagiques 

contenant des composants cellulaires (Boya et coll., 2005). Cette accumulation est le signal 

biochimique de l’arrêt de l’autophagie. De plus, l’inhibition de l’autophagie peut favoriser la 

voie apoptotique avec perméabilisation mitochondriale et activation des caspases. Il reste à 

déterminer si les vacuoles contenant des structures myéliniques suite aux traitements avec le 

7β-OHsito et le 7β-OHchol, correspondent effectivement à celles qui sont à l’origine de 

l’inhibition de l’autophagie.  

  Enfin, la diminution du contenu intracellulaire en polyamines et l’inhibition de 

l’activité enzymatique de la voie de biosynthèse par le 7β-OHsito ne semblent pas être en 

relation directe avec l’activation de l’apoptose étant donné que l’addition de la putrescine 

exogène n’a pas influencé l’inhibition de la croissance cellulaire. Contrairement au 7β-

OHsito, l’apoptose induite par le 7β-OHchol pourrait être en relation directe avec le 

métabolisme des polyamines. Les deux hydroxystérols favorisent l’activation du catabolisme, 

comme celle-ci est confirmée par la synthèse des produits acétylées. Deux enzymes clés sont 

impliquées dans la voie catabolique : la SSAT et la PAO. En utilisant la spermine et la 

spermidine comme substrats, la SSAT génère la formation des polyamines acétylées, qui à 

leur tour constituent les substrats de la PAO (Bolkenius et Seiler, 1981).  
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L’inactivation de la PAO par l’inhibiteur MDL 72527 est suivie par la diminution du taux de 

la putrescine et de la spermidine et l’augmentation des polyamines acétylées (Seiler et coll., 

2002). La concentration de la N1-acétyle spermidine et le taux des corps apoptotiques ont 

augmenté en présence du 7β-OHchol et du MDL 72527 uniquement. Une telle variation peut 

être due au fait que le MDL 72527 inactive la PAO, inhibe la dégradation de la N1-acétyle 

spermidine et favorise son accumulation dans les cellules. L’accumulation massive des 

polyamines acétylées peut avoir pour conséquence la déplétion de l’acétyl-CoA disponible 

conduisant ainsi à la mort cellulaire (Kee et coll., 2004; Babbar et coll., 2006). D’autre part, 

l’accumulation des polyamines acétylées pourrait affecter l’acétylation des histones par 

compétition avec l’enzyme acétyl-CoA : spermidine N8-acétyle transférase qui intervient dans 

l’acétylation des histones (Desiderio et coll., 1992). Les protéines kinases MAPK, ERK et 

JNK ne peuvent pas établir la relation entre l’apoptose et la modulation du métabolisme des 

polyamines par les hydroxystérols. 

 Le métabolisme du cholestérol contrôle la survie et la mort cellulaire et les polyamines 

jouent un rôle important dans le contrôle de la croissance cellulaire. Cependant, il n’existe 

aucune donnée actuellement établissant l’existence d’une interrelation entre ces deux 

métabolismes. Il n’est pas exclu que le 7β-OHchol perturbe le métabolisme du cholestérol en 

affectant conjointement le métabolisme des polyamines. En ce qui concerne le 7β-OHsito, 

nous considérons que la perturbation du métabolisme des polyamines n'est pas un événement 

direct dans l’activation de l’apoptose, mais est un événement associé. 

 

 Les mécanismes cellulaires communs et spécifiques activés par le 7β-OHsito et le 7β-

OHchol mis en évidence au cours de ce travail, sont schématisés dans les Figures 29 et 30.  
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  Figure 29 : Mécanismes cellulaires activés par le 7β-OHsitostérol (7β-OHsito).  

  Abréviations : AdoMetDC : S-adénosyl méthionine décarboxylase ; ODC : ornithine  

                           décarboxylase ; PAO : polyamine oxydase ; cyt c : cytochrome c ; ∆Ψm :   

                           potentiel électrochimique mitochondrial ; ROS : stress oxydatif ;  

                           Vit C : vitamine C. 
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  Figure 30 : Mécanismes cellulaires activés par le 7β-OHcholestérol (7β-OHchol). 

  Abréviations : AdoMetDC : S-adénosyl méthionine décarboxylase ; ODC : ornithine   

                           décarboxylase ; PAO : polyamine oxydase ; cyt c : cytochrome c ; ∆Ψm :   

                           potentiel électrochimique mitochondrial ; Endo G : endonucléase G ; ROS :   

                           stress oxydatif ; Vit C : vitamine C. 
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