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SUMMARY 
 

 

Colorectal cancer is the third most predominant cause of cancer-related death. It has 

been demonstrated that the consumption of fruits and vegetables contributes to a reduced risk 

of developing colon cancer. This has been attributed to the presence of bioactive molecules 

showing high chemopreventive properties. The bitter acids of hops are divided into two main 

categories, humulone or alpha-acid and lupulone or beta-acid. To date various potent 

biological properties have been reported for humulones while no information were available 

on the biological properties of lupulone. The objectives of this thesis were to compare death 

signalling pathways triggered by lupulone in the human colon adenocarcinoma SW480 cells 

and in their derived-metastatic SW620 cells as well as to assess their chemopreventive effects 

in a preclinical model of colon carcinogenesis in rats. Our data showed that lupulone induced 

apoptosis by activating different death pathways in SW480 cells and in SW620 cells. In the 

TRAIL-sensitive SW480 cells, lupulone activated TRAIL death receptors DR4 and DR5, 

initiating extrinsic and intrinsic apoptotic pathways. In response to lupulone, SW480 cells 

activate the MAPK ERK and mutated-p53 pathways, inducing the activation of cancer cell 

survival mechanisms. In TRAIL-resistant metastatic SW620 cells, lupulone restored the 

sensibility of these cells to TRAIL ligand and activated mainly the MAPK p38 pathway, 

inducing the activation of TRAIL death receptors DR4 and DR5 and the extrinsic apoptotic 

pathway. In these cells the MAPK p38 pathway activated mutated-p53, which played a pro-

apoptotic role. In response to lupulone, SW620 cells showed an activation of the NF-κB 

factor, which might up regulate the Mcl-1 protein expression favouring mitochondrial 

stabilization. In the preclinical model of colon carcinogenesis in rats, lupulone (0,4 or 8 

mg/kg body weight) administered in the drinking water was able to cause a drastic diminution 

in the number of preneoplastic lesions (aberrant cryot foci) and in the number of primary 

tumors. In conclusion, lupulone appears to be a promising chemopreventive/therapeutic agent 

with potent anti-tumoral properties on colorectal cancer. Our present data support the use of 

lupulone in colon cancer chemoprevention trials.  
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OBJECTIFS 

 
  

Les cancers représentent une cause majeure de mortalité dans le monde avec un taux 

de mortalité de 13%. Ces dernières années on constate une augmentation de l’incidence des 

cancers, due majoritairement au vieillissement de la population, et une diminution du taux de 

mortalité grâce aux efforts de la recherche, dans la prévention et la thérapie anti-cancéreuse. 

Le cancer colorectal se place en troisième place des cancers diagnostiqués et en deuxième 

place en terme de mortalité après celui du poumon. En effet, ce cancer possède un fort taux de 

récurrence et un haut potentiel métastatique au niveau hépatique.  

Il est admis que la consommation de fruits et légumes peut contribuer à la 

diminution du risque de développer ce type de cancer. Ces molécules naturelles présentes 

dans notre alimentation ou de manière plus générale dans les plantes, ont un haut potentiel 

chimiopréventif car elles possèdent la capacité d’arrêter ou d’inverser la cancérogenèse dans 

ses étapes les plus précoces. Aujourd’hui, un grand nombre de molécules chimiopréventives 

ont été isolées et font l’objet de nombreuses études. Les glandes de lupulines, organes 

externes de la plante de houblon, contiennent de nombreux composés chimiques responsables 

des défenses de la plante. Parmi elles, les acides amers du houblon, les humulones et les 

lupulones. Ces deux familles de molécules ont des propriétés anti-bactériennes. Les 

humulones présentent également des propriétés anti-prolifératives et anti-angiogéniques alors 

que les propriétés biologiques des lupulones sont encore peu ou mal  connues. 

Des études préliminaires réalisées dans notre laboratoire ont démontré que les 

lupulones sont capables d’empêcher la croissance cellulaire des lignées humaines cancéreuses 

coliques primaires SW480 et des lignées métastatiques dérivées SW620. Les objectifs de ce 

projet de thèse ont été dans un premier temps d’identifier et de caractériser les mécanismes 

cellulaires de mort induits par les lupulones dans un modèle in vitro de la progression du 

cancer colorectal représenté par la lignée cellulaire colique humaine primaire SW480 et par la 

lignée cellulaire dérivée métastatique SW620. Dans un deuxième temps nous avons voulu 

étudier les effets anti-cancéreux des lupulones dans un modèle pré-clinique de cancérogenèse 

expérimentale. L’ensemble des résultats devrait ainsi permettre d’identifier le potentiel 

chimiopréventif des lupulones et de démontrer leur importance dans les traitements du cancer 

colorectal  
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INTRODUCTION 
 

I. LE CANCER COLORECTAL 

 
 

1. Epidémiologie du cancer colorectal  
 

Le cancer est une cause de mortalité majeure dans le monde, à l’origine de 7,4 

millions de décès en 2004 soit 13% du taux de mortalité mondiale. En Europe, les cancers du 

poumon, du colon et du sein sont les trois cancers les plus fréquents, responsables de 

l’augmentation (2/5ème) des cancers. En France, le cancer est devenu, pour la première fois en 

2004, la première cause de décès, bien que le risque de décéder d’un cancer diminue depuis 

une dizaine d’années, témoignant des progrès réalisés en matière de prévention, de diagnostic 

précoce, de traitements et de prise en charge. Toutefois d’importantes inégalités sociales et 

spatiales de mortalité subsistent (Figure 1.) (Atlas de la mortalité par cancer en France 

INSERM/INC). Le cancer colorectal est le troisième cancer le plus fréquent après celui de la 

prostate et celui du sein en France. En 2005, on estimait le nombre de nouveaux cas à 37 413 

et le nombre de décès à 16 865. Bien que l’incidence de ce cancer tend à se stabiliser et la 

mortalité à décroître chez l’homme comme chez la femme (Parkin et coll., 2005) (Figure 2.), 

il reste le deuxième cancer en termes de mortalité derrière le cancer du poumon, devançant le 

cancer du sein et celui de la prostate (chiffres INVS et INCA). La survie dépend étroitement 

du stade de la maladie au moment du diagnostic. La survie relative à cinq ans pour une 

personne diagnostiquée au stade I, le stade le plus précoce, est de 94% tandis que la survie 

moyenne relative à cinq ans tous stades confondus est de 56%, montrant ainsi l’intérêt de 

dépister et de pouvoir prendre en charge une anomalie le plus tôt possible (INCA). Entre 1980 

et 2005, le nombre de cancers colorectaux  diagnostiqué a augmenté de 50% tandis que 

l’incidence a elle aussi augmenté, mais plus modérément de 16%. Ces variations peuvent être 

expliquées de plusieurs manières : le vieillissement de la population (l’âge moyen de 

diagnostic est d’environ 70 ans), le mode de vie, le diagnostic et les progrès thérapeutiques 

(Faivre et coll., 2007 ; Gennari et coll., 2007). 
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Figure 1: Mortalité par cancers en France  

 

  
 
 Figure 2: Estimation de nouveaux cas de cancer en 2002 et mortalité. 
 d’après Parkin et coll., 2005. 
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2. La cancérogenèse colique 
 

Le côlon se situe entre la valvule iléo-caecale et le rectum. Il est composé de quatre 

segments : le côlon ascendant ou droit, le côlon transverse, le côlon descendant ou gauche et 

enfin le côlon sigmoïde, qui est relié au rectum par la jonction recto-sigmoïdienne. Le côlon 

mesure environ 1,50 m et le rectum 15 cm. 

La paroi colique est composée de quatre couches : la muqueuse, la sous muqueuse, 

la musculeuse et la séreuse. La muqueuse est constituée d’un épithélium monostratifié, qui 

pénètre à l’intérieur de cryptes, nombreuses et espacées. Lors de la cancérogenèse colique, au 

moment de la formation des polypes ou des adénomes, les entérocytes s’accumulent à la base 

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

L’équilibre entre la division et la mort cellulaire est perturbé avec comme conséquence, une 

prolifération anarchique des cellules dans les cryptes. Un adénome bénin devient un 

adénocarcinome malin à la suite de deux grands types d’instabilité. L’instabilité 

chromosomique (85% des cancers colorectaux) résulte de l’altération des proto-oncogènes, 

qui activent la prolifération cellulaire (ras, mutation dominante dans 50% des cancers 

colorectaux) et des gènes suppresseurs de tumeurs (gène APC, p53). L’instabilité génomique 

résulte d’anomalies de gènes impliqués dans la réparation de l’ADN (15% des cancers 

colorectaux). Une faible proportion des cancers colorectaux (2 à 3%) est liée à une 

prédisposition génétique due à des mutations de gènes (APC Adenomatous polyposis coli). 

La cancérogenèse est caractérisée par trois étapes : l’initiation, la promotion et la 

progression. L’initiation est la phase d’acquisition de caractères néoplasiques suite à des 

lésions stables et irréversibles de l’ADN induites par un agent carcinogène. L’apparition des 

cellules initiées est nécessaire mais pas suffisante pour conduire au développement tumoral. 

Durant la phase de promotion, des facteurs vont intervenir pour permettre le passage des 

cellules initiées d’un état quiescent à un état prolifératif, entraînant alors la transformation des  

cellules cancéreuses en clones cancéreux. Cette étape est une étape réversible si l’exposition à 

l’agent n’est pas réitérée. Enfin, la progression correspond à la transformation irréversible des 

cellules initiées pré-cancéreuses vers l’apparition clinique de la tumeur. Cette phase est 

caractérisée par une grande instabilité génomique. Suite à ces trois phases, les cellules 

cancéreuses adoptent un caractère invasif et vont migrer vers d’autres tissus pour former des 

métastases à distance. Ce modèle ne dévoile pas toute la complexité de la formation d’une 
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tumeur maligne mais concilie les données issues de la cancérogenèse expérimentale et 

humaine (Figure 3). 

 

 

 
                                                                         www.fqc.qc.ca/images/colon/Colon1 

Figure 3: Les différents stades du cancer colorectal 
 

Le degré d’extension des tumeurs colorectales est évalué par la classification de Dukes 

créée en 1932 et modifiée par Astler-Coller en 1954 ou par la classification internationale 

TNM (Tumor Node Metastasis) des cancers coliques, qui sert de base à des regroupements 

plus proches de la réalité clinique. La lettre « T » décrit la taille de la tumeur, « N » sa 

localisation dans les ganglions et « M » la formation de métastases (Tableau 1). 

 

 
Tableau 1 : Classification des cancers colorectaux « TNM » 
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3. Traitements du cancer colorectal 
 

3.1. Dépistage et diagnostic 
 

Bien que le cancer colorectal soit le deuxième cancer après celui des poumons en 

termes de mortalité, celle-ci tend à diminuer ces dernières années. Cette diminution est 

principalement due à une amélioration du diagnostic et aux progrès thérapeutiques. Mais dans 

la moitié des cas, le cancer colorectal est diagnostiqué à un stade avancé de son 

développement. Le dépistage organisé a été mis en place depuis 2002 et  s’étend aujourd’hui à 

tout le territoire, afin de diminuer la mortalité de 15 à 20%. Il est proposé aux personnes de 50 

à 74 ans et se fait par le test Hemoccult® permettant la détection de sang dans les selles. Si le 

test est positif, une coloscopie est alors prescrite, afin de déterminer l’origine des 

saignements. Si le test est négatif, un renouvellement de celui-ci est proposé à la personne 

tous les deux ans. Ce test est d’autant plus important que la survie d’un patient atteint d’un 

cancer colorectal est de 94% d’ici à 5 ans pour un cancer diagnostiqué au stade I et seulement 

de 5% en stade IV. L’efficacité du dépistage par le test Hemoccult® a été l’objet de plusieurs 

études scientifiques et il en résulte qu’il permet une réduction la mortalité par cancer 

colorectal de 30% (Hewitson et coll., 2007 ; Faivre et coll., 2004). 

Une des causes principales d’une mortalité élevée du cancer colorectal réside dans 

un diagnostic tardif de la maladie. En effet, dans la moitié des cas il est diagnostiqué à un 

stade avancé lorsque des symptômes comme des troubles du transit, des saignements et des 

douleurs abdominales se font ressentir. Les diagnostics sont réalisés par coloscopie et 

l’envahissement métastatique des structures voisines, hépatiques ou ganglionnaires, est évalué 

par scanner. L’imagerie par résonance médicale (IRM) peut être utilisée pour faire un bilan 

métastatique et pour suivre les récidives après une opération chirurgicale ou exérèse ou suite à 

une radiothérapie. La tomographie d’émission par positron couplée au scanner ou PET-Scan 

peut également fournir des informations sur les éventuelles récidives. 
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3.2. Traitements 

 

La chirurgie représente le principal traitement du cancer colorectal. Après une 

localisation des cancers du colon, une exérèse élargie à la tumeur est pratiquée ainsi qu’un 

curage ganglionnaire des chaînes paracoliques et pédiculaires. Les foyers métastatiques sont 

retirés si possible en même temps que les tumeurs primaires. La chirurgie par coelioscopie 

donne des résultats similaires à la chirurgie classique. Elle consiste à introduire un système 

optique et les instruments par plusieurs petites incisions. Le chirurgien guide ses gestes en 

regardant l’image qui apparaît sur un écran. Elle présente l’avantage de réduire la durée 

d’hospitalisation, de limiter les douleurs post-opératoires, de permettre une reprise plus rapide 

des activités et de rendre moins visibles les cicatrices.  

La chirurgie est dans la plupart des cas suffisante pour les patients atteints d’un 

cancer de stade I , pour des stades plus avancés, une chimiothérapie adjuvante est appliquée 

afin de réduire les récidives et d’augmenter les chances de survie. La chimiothérapie de 

référence actuelle associe le 5-Fluoro-uracile, l’acide folinique et l’oxaliplatine. L’association 

de ces trois molécules est appelée Folfox (Leichman, 2006 ; Sharif et coll., 2008) et permet 

une réduction de 20% de la récidive chez les patients atteints de tumeurs de stade III. 

L’arrivée des thérapies ciblées a permis de nouvelles avancées dans la chimiothérapie surtout 

dans le traitement de tumeurs tardives avec présence de métastases. Ces thérapies font appel à 

des anticorps monoclonaux comme le bévacizumab (anti-VEGF) (Tol et coll., 2009), qui 

inhibe la formation de néo-vaisseaux destinés à fournir de l’énergie pour la croissance de la 

tumeur ou encore le cétuximab (anti-récepteur du facteur de croissance EGF) (Davies et coll., 

2008). La destruction des métastases peut également s’effectuer par radiofréquence. Cette 

technique consiste à introduire une électrode dans la métastase et, grâce à des ondes de 

radiofréquence, à la porter à une température de plus de 60°C. Elle est ainsi détruite par la 

chaleur. Cette technique s’applique notamment aux métastases situées dans le foie ou le 

poumon. 
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La forte mortalité du cancer colorectal est un problème majeur de santé publique et 

est partiellement expliquée par un fort taux de récurrence de celui-ci. En effet, l’ablation 

chirurgicale pratiquée sur la plupart des patients, n’empêchera pas 30 à 50% d’entre eux de 

faire une récidive parfois fatale. L’incidence des métastases hépatiques synchrones (détectées 

entre 1 et 6 mois après le diagnostic initial de cancer) est de 13,5% à 3 ans (Leporrier et coll., 

2006). Malgré la mise en place des chirurgies adjuvantes, le pronostic dans le cas des 

apparitions de métastases synchrones ou métachrones (détectées durant les 5 ans après le 

diagnostic initial de cancer) reste actuellement mauvais puisque la survie à 5 ans est 

seulement de 5% (Manfredi et coll, 2006). 
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II. LA MORT CELLULAIRE 
 
1. Généralités 
 

La mort cellulaire désigne l’arrêt des métabolismes et des fonctions vitales de la 

cellule pour aboutir à sa destruction. Elle se produit soit de manière spontanée, soit en 

présence d’agents cytotoxiques. Il existe deux types majeurs de mort cellulaire : la nécrose et 

l’apoptose ou mort programmée. La nécrose est une mort dégénérative, causée par des 

enzymes du lysosome. 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 (Figure 4). La membrane cellulaire se désintègre et tout le contenu 

intracellulaire est libéré. La nécrose est souvent accompagnée d’une réponse inflammatoire et 

peut entraîner des dommages au niveau des tissus (Proskuryakov et coll., 2003). L’apoptose 

peut être issue des mêmes origines que la nécrose mais cette fois-ci il s’agit d’une mort 

cellulaire physiologique, génétiquement programmée. Elle est en équilibre constant avec la 

prolifération cellulaire et est contrôlée par un ensemble de mécanismes cellulaires spécifiques 

(Elmore, 2007). De nombreuses études ont également mis en évidence de nouveaux types de 

mort cellulaire, dépendants ou non de l’apoptose. Il s’agit de la mort cellulaire par autophagie, 

par sénescence réplicative accélérée ou chimio-induite, ou encore par catastrophe mitotique. 

 L'autophagie est une voie majeure du catabolisme lysosomique permettant la 

dégradation de macromolécules et d’organites cellulaires. Les vésicules, appelées 

autophagosomes vont fusionner avec les lysosomes pour former des autolysosomes, dont le 

contenu sera dégradé par des hydrolases lysosomales (Figure 5). L’autophagie joue un rôle 

important dans le contrôle de la longévité mais aussi dans les processus pathologiques comme 

le cancer ou les maladies neurodégénératives (Todde et coll., 2009). En effet, elle intervient 

lorsque les cellules sont soumises à un stress nutritif et permet leur adaptation à la survie ou à 

la mort cellulaire. Son implication dans le cancer commence à être sérieusement étudiée 

même si son rôle précis reste encore à définir (Galluzzi et coll., 2008). 

La mort par sénescence réplicative accélérée est similaire à la sénescence, qui 

désigne le processus physiologique entraînant des modifications progressives non 

pathologiques au cours du temps. Les cellules ne se divisent plus suite à l’endommagement de 

l’ADN ou au raccourcissement des télomères (Passos et coll., 2007). La cellule va activer la 

voie de signalisation ATM/ATR (Ataxia Telangiectasia Mutated/ AT Rad3 Related) 

(Lansdorp, 2000 ; Crescenzi et coll., 2008). Cette voie va stabiliser la protéine p53, induisant 
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une surexpression de la protéine p21 (cip1/waf1) bloquant la prolifération cellulaire. La 

sénescence réplicative accélérée est dépendante des protéines p53 et p21, puisque leur 

inactivation inhibe fortement ce mécanisme et va privilégier l’apoptose. Une large proportion 

de molécules anticancéreuses est capable d’induire ce phénomène et des données cliniques 

commencent à être de plus en plus décrites (Xue et coll., 2007). 

 Enfin, la catastrophe mitotique est un cas encore peu connu. Suite à un stress 

chimique ou physique, la cellule va entrer précocement et de manière inappropriée en mitose. 

Il s’agit donc d’une forme aberrante de mitose avec des changements morphologiques 

spécifiques mais biochimiquement variables (Vakifahmetoglu et coll., 2008). Les cellules 

cancéreuses présentant des anomalies de régulation de l’apoptose et/ou des points de contrôle 

du cycle cellulaire peuvent enclencher la catastrophe mitotique. Son origine peut aussi bien 

être des problèmes de réparation de l’ADN, qu’une dérégulation des points de contrôle du 

cycle cellulaire, une déficience de la protéine p53 ou une perte de la survivine 

(Vakifahmetoglu et coll., 2008). Les voies de la sénescence et de la catastrophe mitotique 

peuvent être interconnectées (Roninson et coll., 2001). Selon le type cellulaire et le contexte 

génétique, les cellules ayant enclenché la catastrophe mitotique peuvent mourir par apoptose 

dépendante des caspases ou nécroser indépendamment des caspases (Figure 6). 
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Figure 4: Caractéristiques morphologiques de la nécrose et de l'apoptose. 

La nécrose se caractérise par le gonflement de la cellule jusqu’à son éclatement alors 

que l’apoptose se définit par une condensation de la cellule, une fragmentation du noyau 

et la formation de corps apoptotique. Adaptée d’une figure de la compagnie Roche.
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Figure 5: Le processus de l'autophagie.  Des cellules soumises à un stress nutritif ou 

hypoxique peuvent induire l’autophagie. Des fragments de membranes s’isolent et 

recrutent une protéine associée aux microtubules Atg8/LC3. Après formation de 

l’autophagosome, contenant les produits à dégrader il y a fusion avec les lysosomes pour 

former un autophagolysosome, relargage de la protéine Atg8/LC3 et hydrolyse du 

contenu de l’autophagolysosome. D’après Swanson, 2006. 
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Figure 6: Mécanismes de la catastrophe mitotique et de la sénescence 

 D’après Vakifahmetoglu et coll., 2008 
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2. L’apoptose 

 
2.1. Généralités 

 
L’apoptose est une mort cellulaire, utilisée par les organismes pluricellulaires, qui a 

lieu naturellement et qui est considérée comme  une partie du développement, du maintien et 

du renouvellement normal d'un tissu. Elle est définie comme une mort cellulaire programmée, 

impliquant le « suicide » des cellules en faveur du bon fonctionnement de l’organisme dans 

son ensemble. L’apoptose engage un grand nombre de voies de signalisation et de régulation 

cellulaire, impliquant un grand besoin d’énergie. Les composants de ces voies sont codés par 

le génome, exprimés et activés après induction de la mort cellulaire par un stimulus 

(Kaufmann et Hengartner, 2001).  

L’apoptose est nécessaire et vitale à l’organisme aussi bien au cours de 

l’embryogenèse que lors de l’activation du système immunitaire. En effet, durant le 

développement de l’organisme, les cellules seront produites en grandes quantités et selon des 

critères particuliers requis, certaines d’entre elles vont mourir par apoptose. De même au 

niveau du système immunitaire, l'apoptose est responsable de la délétion des cellules T auto-

réactives (permettant la tolérance du soi), ainsi que de la sélection des lymphocytes B 

responsables de la réponse immunitaire (Reed et coll., 2004). Son inhibition ou une apoptose 

défectueuse entraîne le développement de cancers, de pathologies virales alors qu’une 

apoptose excessive peut entraîner  des désordres neurodégénératifs (Thatte et Dahanukar, 

1997). 

Cette mort cellulaire affecte des cellules isolées aboutissant à un processus de 

condensation et de fragmentation, sans dommages pour les cellules environnantes. Les 

cellules apoptotiques présentent des changements morphologiques spécifiques : une 

exposition des phosphatidyl-sérines à l’extérieur de la membrane plasmique, une compaction 

et une marginalisation de la chromatine nucléaire, une condensation du cytoplasme, la 

dégradation de l’ADN et enfin la formation de corps apoptotiques, qui seront éliminés par 

phagocytose sans réaction inflammatoire (Vermeulen et coll., 2005) (Figure 4).  
Le processus apoptotique est contrôlé par deux voies principales de signalisation 

cellulaire : la voie extrinsèque ou celle des récepteurs de mort et la voie intrinsèque ou 

mitochondriale. L’apoptose induit l’activation de deux grandes familles d’enzymes : les 

caspases et les protéines de la famille Bcl-2. Les caspases ont un rôle important dans les 
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processus de dégradation des organites tandis que les protéines de la famille Bcl-2 vont 

participer au maintien et à la régulation du signal (Mohamad et coll., 2005). 

 

2.2 Les caspases 

 

2.2.1 Description 

 

Une grande famille de protéines enzymatiques, typique de l’apoptose est connue 

sous le nom des caspases (Cysteinyl-Aspartate-SPecific proteASES). Il existe au moins 14 

caspases codées par le génome humain, dont sept sont responsables de l’apoptose et son 

divisées en deux groupes : 

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

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

Les autres caspases interviennent essentiellement dans l’inflammation et l’activation des 

cytokines. 

L’expression intrinsèque des caspases se fait sous forme de proenzymes, ayant une 

faible activité enzymatique. Leur activation nécessite un clivage protéolytique ou une 

interaction avec un activateur allostérique. Les caspases à l’état inactif ou pro-caspases, sont 

constituées d’une unité protéique d’environ 20 kDa et d’une sous unité d’environ 10 kDa. Le 

domaine N-terminal contient le site d’interaction protéine-protéine et se différencie en 

domaine DED « Death Effector Domain », par exemple pour les caspases-8 et -10 ou en 

domaine CARD « CAspase Recruitement Domain », par exemple pour les caspases-1, -2, -4, -

5, -9, -11, -12, -13 et -14 (Figure 7) (Lavrik et coll., 2005). Le domaine DED permet 

l’interaction avec d’autres molécules contenant également le site DED et le domaine CARD 

permet aux caspases de s’associer entre elles ou à des molécules adaptatrices. La large sous-

unité de 20 kDa contient le site catalytique, qui sera activé, après un clivage, par  une 

association avec la petite sous-unité (Figure 7). L’activation de la cascade de caspases 

intervient après une stimulation des voies extrinsèque et/ou intrinsèque. Une caspase 

initiatrice est alors recrutée, activée, puis va elle-même activer une caspase initiatrice ou 

effectrice par clivage protéolytique. Les caspases effectrices actives vont perturber le noyau 

pour entraîner la fragmentation de l’ADN et donc  l’apoptose (Nuñez G et coll. 1998 ; 

Khosravi-Far et coll., 2004). 
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 www.unilim.fr/.../2003limo0008/these_body.html 

Figure 7: Schéma de l'activation des caspases 
 

2.2.2 Régulation des caspases 

 

L’activité des caspases peut être régulée par plusieurs voies de contrôle comme les 

phosphorylations, l’oxyde nitrique, des protéines inhibitrices à domaines CARD ou DED, les 

protéines IAP (Inhibitor of APoptosis). Ainsi 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 entraînant l’inhibition du processus protéolytique de la pro-caspase-9 et donc 

l’inhibition de son activation (Johnson et Jarvis, 2004). 

Le taux d’oxyde nitrique (NO) intracellulaire, le type cellulaire ainsi que l’état 

d’oxydoréduction peuvent également réguler les caspases. En effet la cystéine du site 

catalytique de la caspase-3 peut interagir avec le NO conduisant à une S-nitrosylation et 

inhibant ainsi l’activité de la caspase-3 (Kim et coll., 2002). 

Les protéines inhibitrices à domaine DED ou CARD sont des protéines qui vont 

mimer les caspases par le site DED ou CARD mais sans activité catalytique. Elles inhibent 

l’apoptose en empêchant le recrutement et l’oligomérisation des caspases. Une des protéines 

inhibitrices souvent étudiée est la protéine cellular FLICE Inhibitory Protein (c-FLIP). Elle 
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possède un domaine DED, empêche ainsi le recrutement de la pro-caspase-8 et bloque 

l’induction de l’apoptose par la voie extrinsèque (Kataoka, 2005). 

Enfin la famille des protéines IAP participe à la régulation des deux voies 

apoptotiques mais aussi à la régulation du cycle et de la signalisation cellulaire. Elles 

possèdent une séquence peptidique hautement conservée et les principales protéines 

identifiées chez l’homme sont : X-chromosome linked IAP (XIAP), cellular IAP 1 et 2 

(cIAP1 et 2), Neuronal IAP (NIAP), la livine et la survivine. Les protéines XIAP, cIAP1 et 2 

contiennent trois copies d’un motif de 70 acides aminés appelé Baculovirus IAP domain 

(BIR) et un doigt de zinc. Les protéines cIAP1 et 2 contiennent en plus un site CARD. Il a été 

montré que l’activité des IAP dépend du domaine BIR. Le domaine BIR1 n’a pas de potentiel 

inhibiteur, BIR2 fixe et inhibe l’activité des caspases-3 et -7 et BIR3 inhibe l’activité de la 

caspase-9 (Dubrez-Daloz et coll., 2008). La survivine ne contient qu’un seul domaine BIR 

strictement similaire au BIR3 de XIAP. Il est donc admis que la survivine fixe et inhibe la 

caspase-9. L’activité de la survivine est également étroitement liée avec la régulation du cycle 

cellulaire et elle bloque d’autres facteurs impliqués dans la fragmentation d’ADN 

(Zangemeister-Wittke et Simon, 2004). 

 

2.3 La famille des protéines Bcl-2 

 

Les protéines de la famille B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) sont d’importants régulateurs 

du processus apoptotique dont la fonction principale est le contrôle de la perméabilité 

mitochondriale et de la libération d’agents apoptotiques par la mitochondrie. Cette famille est 

composée de plus d’une vingtaine de protéines, qui présentent de fortes homologies entre des 

régions précises, appelées domaines BH (Daniel et coll., 2003 ; Kirkin et coll., 2004). 

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

apoptotiques, les protéines proapoptotiques à domaines multiples (« multidomains ») et les 

protéines proapoptotiques à domaine unique BH3 (« BH3-only ») (Figure 8). Ces protéines 

peuvent former des homo- ou hétérodimères essentiellement par des interactions entre 

domaines BH3 (Kirkin et coll., 2004). Le domaine BH4 des protéines anti-apoptotiques est 

impliqué dans leur fonction de survie (Reed et coll., 1996). 
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Figure 8: Les protéines de la famille Bcl-2. D’après Debatin et coll., 2002 
  

2.3.1. La protéine proapoptotique Bid 

 

La protéine BH3 interacting death domain agonist (Bid) a été identifiée pour la 

première fois en 1996 par l’équipe de Wang (Wang et coll., 1996). Cette protéine est 

exprimée dans la plupart des tissus et se trouve essentiellement dans le cytosol cellulaire. Elle 

peut interagir avec des membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 et inactiver leur 

fonction. Lors de l’activation des récepteurs de mort comme FasR ou les récepteurs de 

TRAIL (DR4/DR5), la caspase-8 est activée et peut cliver la protéine Bid. La protéine clivée, 

tBid va alors perturber la membrane mitochondriale et interagir directement avec des 

protéines proapoptotiques comme la protéine Bcl2-associated X protein (Bax) (Ruffolo et 

coll., 2000). Il a également été montré que tBid entraîne une redistribution des lipides et 

cardiolipines au sein de la membrane mitochondriale externe induisant une perturbation de la 

membrane, une translocation de Bax vers la membrane mitochondriale externe, conduisant à 
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la libération du cytochrome c ou de la protéine Second Mitochondria-derived Activator of 

Caspase/Direct Inhibitor Apoptosis (IAP)-Binding protein LOw Pi (Smac/DIABLO) dans le 

cytosol (Sandra et coll., 2005 ; Liu et coll., 2004). Le cytochrome c va alors activer 

l’apoptosome et par conséquent l’apoptose. 

 

2.3.2  La protéine proapoptotique Bax 

 

La protéine Bax réside principalement dans le cytosol et reste sous sa forme inactive 

(21 kDa) en association avec d’autres facteurs. Lors de différents stimuli apoptotiques, des 

changements conformationnels de la protéine ont lieu induisant la formation d’un  complexe 

de 6 à 8 homo-oligomères de Bax (96 à 260 kDa), qui va s’insérer dans la membrane 

mitochondriale externe pour former un pore ou canal indépendamment du canal Voltage-

Dependent Anion Channel (VDAC) (Er et coll., 2006). Cette translocation est la première 

étape de l’activation de la protéine Bax. La protéine Bax peut coopérer avec le canal VDAC 

pour former des pores de plus grande taille et de conductivité plus importante (Banerjee et 

Ghosh, 2004) afin de libérer des molécules comme le cytochrome c dans le cytosol. 

La régulation de l’activité de la protéine Bax peut être contrôlée par 

phosphorylation. Des études ont démontré que des voies de signalisation comme la voie Jun-

N terminal Kinase (JNK), la voie p38 kinase ou la voie Akt-1 peuvent réguler l’activité de 

Bax dans divers systèmes cellulaires (Lei et coll., 2002 ; Harnois et coll., 2004). La protéine 

Bax peut être activée ou inactivée suivant la nature du stimulus et le site de phosphorylation 

(Ser-163 ou Ser-184). Elle est donc un facteur clé dans l’induction de l’apoptose par la voie 

intrinsèque et donc dans l’établissement de nouvelles thérapies cancéreuses.  

 

2.3.3 Les protéines anti-apoptotiques Bcl2 et Mcl-1 

 

La protéine Bcl-2 tout comme ses homologues anti-apoptotiques Mcl1, Bcl-XL, Bcl-

W, A1 contient quatre domaines « BH » et réside au niveau de la membrane externe de la 

mitochondrie permettant ainsi une stabilisation du fonctionnement et de la perméabilisation 

de la mitochondrie. Il a pu être démontré que lors du processus apoptotique, la protéine Bcl-2 

change de conformation et se lie à la partie N-terminale de la protéine Bax empêchant ainsi 

son oligomérisation et donc la libération de facteurs proapoptotiques ainsi que la 

perméabilisation de la membrane mitochondriale externe (Dlugosz et coll., 2006). Des kinases  
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comme les MAP kinases, p38 ou Extracellular signal-Regulated Kinase (ERK) semblent 

également être capable d’induire un changement de conformation de Bcl-2 ou Bax par 

phosphorylation démontrant une activation indépendante de l’une ou l’autre de ces protéines 

(Chang et coll., 2003).  

La protéine anti-apoptotique Myeloid Cell Leucemia sequence 1 (Mcl-1) est un 

membre de la famille Bcl-2 avec une demi-vie très courte. Sa surexpression au niveau de 

souris transgéniques va promouvoir la réponse de survie cellulaire et va induire une 

immortalisation des cellules myéloïdes (Zhou et coll., 1998).  La protéine Mcl-1 est 

rapidement dégradée en réponse à un signal de mort cellulaire, mais sera immédiatement 

réexprimée par un stimulus de survie cellulaire (Yang-Yen, 2006). Un niveau élevé de cette 

protéine est observé au niveau des cancers de la prostate et de différents types de leucémies 

(Royuela et coll., 2001 ; Kitada et coll., 1998).  La protéine Mcl-1 joue un rôle déterminant 

dans la régulation de la survie cellulaire en réponse aux signaux de mort cellulaire (Yang-

Yen, 2006). 

 

2.4. La voie intrinsèque ou mitochondriale 

 

La voie intrinsèque est activée uniquement lors de la perturbation de la 

mitochondrie, dont le rôle dans l’induction de l’apoptose est largement étudié (Hamacher et 

coll., 2008 ; Hail, 2005). Des stimuli tels que l’hypoxie, les radiations gamma ou UV, les 

molécules cytotoxiques etc, peuvent entraîner la perméabilisation membranaire 

mitochondriale externe (MOMP) conduisant à la fragmentation d’ADN par l’intermédiaire 

des caspases ou non (Ash et coll., 2003) (Figure 9). 
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Figure 9: Schéma de la voie intrinsèque selon Ashe et coll., 2003 
 

2.4.1 La perméabilisation mitochondriale 

 

La membrane interne de la mitochondrie fonctionne avec un gradient 

électrochimique (Δψ m). Ce gradient est crée suite à l’efflux d’ions H+ de la matrice 

mitochondriale vers l’espace intermembranaire. Ces protons sont expulsés grâce à l’énergie 

produite par le transfert d’électrons entre les quatre complexes enzymatiques de la membrane 

interne, lors du processus de phosphorylation oxydative : NADH déshydrogénase (I), 

succinate déshydrogénase (II), cytochrome c réductase (III) et cytochrome c oxydase (IV) 

(Dudkina et coll., 2008). La perméabilisation de la membrane mitochondriale (MMP) se 

produit lors de l’apoptose et est responsable de la libération de facteurs, qui résident 

initialement dans l’espace intermembranaire comme le cytochrome c, la protéine 

Smac/DIABLO, le facteur Apoptosis Inducing Factor (AIF) ou encore l’endonucléase G 

(EndoG), deux facteurs indépendants des caspases (Green et Kroemer, 2004 ; Armstrong, 

2006) (Figure 10). Une dissipation du Δψm  se produit avant, pendant et après la 

perméabilisation. 
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Figure 10: Chaîne respiratoire et perméabilisation mitochondriale. 
 

La perméabilisation de la membrane mitochondriale externe ou MOMP 

(Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization) est régulée par les protéines de la famille 

Bcl-2, notamment Bax. En effet, la MOMP se caractérise par l’ouverture du canal VDAC 

et/ou par des pores formés par les protéines proapoptotiques de la famille Bcl-2 comme Bax. 

La perméabilisation de la membrane mitochondriale interne ou MIMP (Mitochondrial Inner 

Membrane Permeabilization) est régulée par un ensemble de facteurs entraînant l’ouverture de 

pores formés par un complexe protéique contenant le translocateur nucléotidique ANT 

(Adenine Nucleotide Translocator) et la cyclophiline D (CyD) appelés Permeability 

Transition Pore (PTP). L’ouverture de ces pores interagit sur le transport d’électrons de la 

chaîne respiratoire et sur la production d’ATP (Kroemer et coll., 2007). 
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2.4.2 Formation de l’apoptosome 

 

Après la perméabilisation mitochondriale, des facteurs apoptotiques sont donc 

libérés dans le cytosol (cytochrome c, Smac/DIABLO, AIF…). Le cytochrome c libéré va 

alors former un complexe protéique avec les protéines Apoptotic Protease-Activating Factor-1 

(Apaf-1) et la pro-caspase-9. En présence d’ATP, le cytochrome c cytosolique se fixe sur 

Apaf-1 et initialise sa multimérisation. Après des changements de conformation, la partie N-

terminale de la protéine Apaf-1, contenant un domaine CARD, est exposée et peut interagir 

avec d’autres protéines contenant le domaine CARD comme la pro-caspase-9. Un complexe 

heptamérique se forme alors et est appelé apoptosome. Il est constitué d’un corps principal 

formé de 7 molécules de la caspase-9 entouré par 7 complexes cytochrome c/Apaf-1 (Figure 

11). 

La formation de ce complexe va induire l’activation et des changements 

conformationnels de la caspase-9 pour activer la pro-caspase 3 et entraîner la fragmentation 

de l’ADN impliqué dans le processus apoptotique (Chinnaiyan, 1999 ; Riedl et Salvesen ; 

2007). 
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Figure 11: Assemblage de l'apoptosome 

 

2.5. La voie extrinsèque de mort cellulaire 

 

La voie extrinsèque implique l’activation des récepteurs extracellulaires de mort 

cellulaire appartenant à la superfamille TNF-α, tels que Fas/CD95, les récepteurs de TNFα ou  

ceux de TRAIL (DR4/DR5) (Ozören et El-Deiry, 2003). La fixation du ligand spécifique à 

ces récepteurs entraîne l’oligomérisation d’un complexe ligand/récepteur et le recrutement de 

molécules adaptatrices au niveau du domaine intracellulaire du récepteur. Ainsi, des caspases 

initiatrices, les caspases-8 et -10 vont s’associer au complexe récepteur/ligand pour former le 

complexe Death-Inducing Signaling Complex (DISC). La caspase initiatrice mature, clivée 

par protéolyse, va alors activer des caspases effectrices comme la caspase-3, qui va induire la 

fragmentation de l’ADN et donc l’apoptose (Debatin, 2004). 

www.sgul.ac.uk/.../~dash/apoptosis/caspases.htm  
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Les voies extrinsèque et intrinsèque peuvent être liées par la protéine apoptotique 

Bid. En effet, la caspase-8 ou -10 active peut cliver par protéolyse la protéine Bid. La forme 

clivée va alors migrer vers la mitochondrie et perturber la membrane en activant la protéine 

Bax, entraînant la libération du cytochrome c. Celui-ci va alors pouvoir activer la caspase-9 

(Fulda et Debatin, 2006) (Figure 12). 

 

 

 

 

Figure 12: Lien entre les deux voies principales de l'apoptose, selon Fulda et Debatin, 
2006 
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2.6. Le stress oxydatif 

 

Le stress oxydatif intracellulaire résulte souvent d’un déséquilibre de la balance 

entre la production des espèces réactives de l’oxygène ou ROS (Reactive Oxygen Species) et 

l’inhibition des lésions oxydatives par la cellule grâce à ses capacités antioxydantes. Parmi les 

ROS on distingue : le radical superoxyde (O2
.-), le peroxyde d’hydrogène (H2O2) et le radical 

hydroxyle (.OH). Comme les produits du stress oxydatif pouvent être toxiques pour la cellule, 

celle-ci a développé un système antioxydant composé d’enzymes comme la superoxyde 

dismutase (SOD), qui réduit O2
.-  en H2O2, la catalase et le glutathion qui réduisent H2O2 en 

H2O. Des molécules antioxydantes non enzymatiques ont également été décrites comme les 

vitamines A, C et E, les caroténoïdes, les thiols ou encore la thiorédoxine (Valko et coll, 

2006 ; Chong et coll., 2007). 

Chez les mammifères, les sources de production des ROS sont principalement la 

NAD(P)H oxydase et le complexe enzymatique III de la chaîne respiratoire de la 

mitochondrie (Figure 10). D’autres sources peuvent être présentes dans le cytosol ou au 

niveau d’autres organites cellulaires et peuvent jouer un rôle dans la signalisation de mort ou 

de survie cellulaire. Une surproduction de ROS ou une dérégulation du système antioxydant 

de la cellule peut être à l’origine de nombreuses maladies comme l’athérosclérose, les 

maladies neurodégénératives, les cancers. Mais ce sont également des acteurs importants dans 

la régulation des métabolismes. Les cellules cancéreuses sont capables de produire de grandes 

quantités de peroxyde d’hydrogène. L’excès de ROS produit par les cellules cancéreuses 

pourrait maintenir la prolifération anormale à des taux importants due aux mutations subies 

par l’ADN (Franco et coll., 2008). 

Pourtant dans certains cas, les ROS peuvent contribuer à l’amplification des signaux 

de mort. En effet, ils peuvent faciliter la perturbation de la membrane mitochondriale et ainsi 

favoriser l’ouverture des canaux (Bayir et Kagan,2008). La protéine anti-apoptotique Bcl-2 va 

alors renforcer la résistance des cellules aux ROS puisque son rôle est de maintenir les pores 

mitochondriaux fermés (Armstrong, 2006). De ce fait il peut arriver que l’utilisation des 

produits antioxydants pourrait être anti-apoptotique. 
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2.7. La fragmentation de l’ADN 

 

L’apoptose est un processus caractérisé par la condensation du cytosol ainsi que de 

la chromatine,  la fragmentation de l’ADN et la formation de corps apoptotiques (Vermeulen 

et coll., 2005). L’ADN nucléaire va être clivé au niveau des sites riches en A/T et générant 

ainsi des fragments de l’ordre de 50 à 300 bp, qui peuvent encore être digérés au niveau des 

sites internucléosomiales (Allen et coll., 1997). La fragmentation de l’ADN est la dernière 

étape de l’apoptose et peut se produire suivant un processus dépendant des caspases ou 

indépendant de celles-ci. 

 

-  La fragmentation de l’ADN dépendante des caspases : 

La fragmentation de l’ADN est initiée par la caspase-3, qui active une endonucléase 

nommée Caspase-Activated DNase (CAD). Les cellules normales présentent un complexe de 

la protéine CAD avec son inhibiteur ICAD (Inhibitor of CAD). Ce complexe s’appelle DNA 

Fragmentation Factor (DFF), qui au cours de l’apoptose va être clivé par les caspases -3 ou -7 

libérant ainsi la protéine CARD. Cette protéine migre alors vers le noyau grâce à sa séquence 

de localisation nucléaire ou NLS et clive l’ADN chromosomique (Nagata, 2000). La caspase-

3 va également activer le facteur Apoptotic chromatin Condensation Inducer in the nucleUS 

(ACINUS) qui agit sur la condensation de l’ADN.  Enfin les caspases libèrent une hélicase 

cytosolique contenant un domaine CARD, HELICARD, qui va entraîner une accélération de 

la fragmentation de l’ADN (Kovacsovics et coll., 2002). 

 

- La fragmentation de l’ADN indépendante des caspases : 

Dans certains cas l’inhibition des caspases ne suffit pas à empêcher la fragmentation 

de l’ADN. La mitochondrie est capable de libérer des facteurs nucléiques agissant directement 

sur l’ADN. Le facteur AIF (67 kDa) est localisé au niveau de l’espace intermembranaire de la 

mitochondrie et après libération dans le cytosol suite à des stimuli apoptotiques, va migrer 

dans le noyau où il termine sa maturation. L’AIF semble fixer l’ADN, déplacer des protéines 

qui lui sont associées, recruter puis activer des endonucléases et enfin initier 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 de la 

mitochondrie, et peut aussi être libérée dans le cytosol, migrer vers le noyau et induire la 

fragmentation de l’ADN. L’Endo G pourrait coopérer avec des exonucléases et la DNAse I 
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afin de générer des fragments d’ADN internucléosomaux (Widlak et coll., 2005). Une 

éventuelle interaction entre l’Endo G et le facteur AIF ainsi que leurs cibles exactes dans les 

cellules de mammifères n’ont pas encore été déterminées. 

 

2.8. La régulation de l’apoptose 

 

L’apoptose peut être régulée par plusieurs voies de signalisation cellulaire. Tout 

d’abord par la régulation des caspases décrites précédemment, qui est contrôlée par les 

phosphorylations, l’acide nitrique, des protéines inhibitrices à domaines CARD ou DED ou 

encore les protéines IAP (Inhibitor of APoptosis) (Johnson et Jarvis, 2004). Mais il a été 

démontré que d’autres voies peuvent réguler l’apoptose, qu’elle soit dépendante des caspases 

ou non comme les voies Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPKs), la protéine p53 ou 

encore le facteur Nuclear Factor-Kappa B (NF-κB) (Kuribayashi et El-Deiry, 2008 ; 

Thayaparasingham et coll., 2009). 

 

2.8.1 Les voies MAP kinases (Figure 13) 

 

Les voies MAP kinases ou MAPKs  régulent et contrôlent des processus cellulaires 

fondamentaux comme la croissance, la prolifération, la différentiation, la migration ou encore 

l’apoptose. Six groupes distincts sont actuellement bien décrits chez les cellules de 

mammifères : la voie Extracellular Related-signal Kinase (ERK) avec (ERK)1/2, ERK3/4, 

ERK5, ERK7/8, la voie Jun N-terminal Kinase (JNK) avec (JNK)1/2/3 et la voie p38 avec ses 

isoformes α/β/γ/δ (Dhillon et coll., 2007). 

La voie de signalisation ERK est activée le plus souvent en réponse aux facteurs de 

croissances ou aux signaux mitogéniques et joue un rôle clé dans la prolifération, la survie et 

la différentiation cellulaire. L’activation de ERK va également induire l’amplification et la 

dérégulation de ses facteurs de transcription cibles comme c-myc ou AP-1 (Pintus et coll., 

2002 ; Hipskind et Bilbe, 1998). 

Les voies JNK et p38 sont décrites comme des voies activées en réponse au stress 

(stress-activated kinases), qui induisent l’inflammation et dans certains cas, la mort cellulaire 

programmée. La voie JNK est activée par des cytokines, des radiations UV ou agents de 

dommages à l’ADN tandis que la voie p38 est activée par un stress environnemental et des 

cytokines inflammatoires. En réponse à un stimulus de stress ces deux voies sont capables  
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d’activer et de réguler la protéine p53, nommée la gardienne du génome, d’initier son activité 

transcriptionnelle induisant une activation de gènes cibles dont des gènes apoptotiques. 

L’initiation de la voie p38 peut également induire la translocation de la protéine 

proapoptotique Bax du cytoplasme vers la mitochondrie et donc activer la voie apoptotique 

intrinsèque, tandis que JNK va phosphoryler la protéine anti-apoptotique Bcl-2, entraînant son 

inhibition et l’activation de l’apoptose (Fan  et Chambers, 2001 ; So et coll., 2008). 

Dans les cellules cancéreuses, les MAPKs sont dérégulées et peuvent influencer la 

réponse anti-apoptotique de la cellule face aux agents anti-cancéreux. Le rôle que joue les 

MAPKs dans ces cellules est largement dépendant du type cellulaire, de la nature du stimulus 

et de la durée d’exposition de la cellule à ce stress pour induire l’apoptose ou la survie 

cellulaire. De ce fait même s’il est souvent décrit que ERK entraîne une réponse de survie et 

JNK ou p38 une réponse de mort, le rôle de chaque voie dans la réponse à des agents anti-

cancéreux est complexe et chaque MAPK, ERK, JNK ou p38 ont des rôles soit destructeur 

soit protecteur dans différents systèmes cellulaires (Fan  et Chambers, 2001). 

 

2.8.2 La protéine p53  (Figure 13) 

 

La protéine p53, appelée la gardienne du génome,  est une protéine centrale dans la 

réponse de la cellule à de variables signaux de stress et dans la préservation de l’intégrité 

génomique. Une activation de p53 entraîne un arrêt du cycle cellulaire, l’induction de mort 

cellulaire comme la sénescence ou encore l’apoptose. Elle agit comme un facteur de 

transcription et active la transcription de gènes impliqués dans le contrôle de la prolifération 

cellulaire ou de l’apoptose. Les gènes cibles sont notamment ceux de protéines 

proapoptotiques de la famille Bcl-2, Fas ou encore les gènes des récepteurs TRAIL, DR4 et 

DR5 (Amundson et coll., 1998). Il a également été démontré que la protéine p53 peut moduler 

la voie mitochondriale. En effet, elle semble être capable de se transloquer du noyau vers le 

cytoplasme et de former des complexes protéiques avec des membres de la famille des 

protéines Bcl-2 (Wolff et coll., 2008). 

Beaucoup de cancers, notamment le cancer colorectal, montrent des mutations de 

p53, qui vont altérer ses fonctions et entraîner une prolifération anarchique des cellules. En 

dépit de ces mutations et selon la nature du signal de stress cellulaire, il a été démontré que 

p53 mutée peut garder sa capacité à se lier à l’ADN et  à induire des mécanismes de 
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réparation de l’ADN, de l’arrêt du cycle cellulaire ou encore d’activation de l’apoptose 

(Rochette et coll, 2005 ; Sugikawa et coll., 1999) 

 

2.8.3 Le facteur NF-κB (Figure 13) 

 

L’activation de voies de prolifération comme celle du facteur NF-κB peut interférer 

avec l’induction de l’apoptose et une activité trop importante peut être impliquée dans la 

cancérogenèse (Maeda et Omata ; 2008). Le facteur de transcription NF-κB est un médiateur 

central dans la survie cellulaire et dans l’initiation de la réaction inflammatoire. Il peut induire 

l’expression de molécules anti-apoptotiques comme les IAPs ou encore des protéines de la 

famille Bcl-2, comme Bcl-2, Bcl-XL ou Mcl-1. Lors du processus de cancérogenèse, 

l’activation de NF-κB semble être responsable de l’induction des voies anti -apoptotiques, de 

survie cellulaire, d’angiogenèse et métastatiques (Sethi et coll., 2008). 

La famille NF-κB est composée d e 5 membres ; p50, p52, RelA (p65), RelB et c-

Rel. Tous ces membres contiennent un domaine homologue Rel (RHD), sur lequel se trouve 

le signal de localisation nucléaire (NLS). Ce même domaine est impliqué dans la fixation de 

NF-κB à l’ADN et dans sa fixation à sa protéine inhibitrice IκB dans les cellules normales. La 

famille IκB est composée de 7 membres  ; IκB-α / β / γ / ε / ζ, IκBNS et Bcl-3. Trois d’entre 

eux, IκB- ζ, IκBNS et Bcl-3 sont localisés dans le noyau et régulent la transcription en 

inhibant NF-κB dans le noyau. Les autres sont cytosoliques et forment un complexe avec NF-

κB par interaction avec le domaine RHD masquant ainsi la séquence NLS, empêchant la 

translocation de NF-κB dans le noyau (Inoue et coll., 2007). Un signal de stress peut entraî ner 

la dissociation du complexe NF-κB avec IκB et induire l’activation et la translocation de NF-

κB dans le noyau et donc l’activation de voies de survie cellulaire mais également celle d’une 

réponse inflammatoire.  
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Figure 13: Les voies majeures de la régulation de l'apoptose : Voie NF-κB, voie TNF ou 

Fas, voies des MAPKs. Adapté de Yang et coll., 2003 
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 III. LA CHIMIOPREVENTION 
 

1. Définition de la chimioprévention 

 

Malgré des progrès avancés dans le traitement de nombreux cancers et dans la 

compréhension des différentes étapes de la cancérogenèse, la mortalité reste encore trop 

élevée. En effet, la récurrence de certains cancers est encore trop fréquente et une nécessité de 

se tourner vers d’autres types de prise en charge de la maladie le plus précocement possible 

s’avère indispensable. Ainsi, des études ont pu démontrer que la consommation quotidienne 

de fruits et légumes  diminue le risque de cancers de la bouche, du pharynx, de l’œsophage, 

de l’estomac, du colon ou encore du rectum. L’adoption d’un régime alimentaire recommandé 

et une activité physique adaptée peuvent dès lors réduire l’incidence du cancer de 30 à 40% 

(Manson, 2003). L’étude des variations de l’incidence du cancer entre différents pays et 

différentes générations de populations démontre que le cancer est largement déterminé par des 

facteurs environnementaux avec comme variable majeure le régime alimentaire. 

La notion de chimioprévention  a été utilisée pour la première fois par M.Sporn en 

1976 dans une étude sur les effets préventifs de la forme naturelle de la vitamine A sur la 

cancérogenèse épithéliale (Sporn, 1976). Aujourd’hui, la chimioprévention est une technique 

de prophylaxie, qui utilise des agents naturels, synthétiques, ou biochimiques pour prévenir, 

supprimer ou inverser la cancérogenèse dans ses étapes les plus précoces. Un grand nombre 

de molécules possédant des propriétés chimiopréventives a été isolé ces dernières années et 

fait l’objet de beaucoup d’études (Figure 14)  
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Figure 14: Différents agents alimentaires chimiopréventifs. D’après Aggarwal et 

Shishodia, 2006 

 

Il existe trois stratégies pour la chimioprévention : 

- La chimioprévention primaire qui consiste à aider les personnes en bonne santé à prévenir le 

développement de certain cancer. Ces personnes ont un haut risque génétique et/ou sont 

disposées au développement d’un cancer. 

-  La chimioprévention secondaire qui consiste à prévoir un traitement des lésions malignes 

(adénomes coliques) dans le but d’empêcher la progression du cancer.  

-  La chimioprévention tertiaire qui est mise en place pour aider les patients ayant été traités 

pour un cancer et d’empêcher une récidive ou un développement d’un second cancer primaire 

(Bonovas et coll., 2008) 

L’Institut National du Cancer (INC) a classé en 5 groupes les agents 

chimiopréventifs les plus importants, synthétisés chimiquement et qui ont montré des résultats 

significatifs lors des études en phase clinique ; les modulateurs sélectifs des récepteurs de 

l’œstrogène (SERMs), les anti-inflammatoires non stéroïdiens (NSAIDs), les composés du 
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calcium, les glucocorticoïdes, les rétinoïdes (National Cancer of Health Statistics, 2005). De 

même des études ont pu recenser 40 molécules issues de plantes avec un potentiel 

chimiopréventif (Aggarwal et coll., 2006; Surh, 2003). La chimioprévention nutritionnelle est 

considérée comme une stratégie importante afin d’empêcher la formation de lésions 

prénéoplasiques, de réduire la mortalité des cancers et de contrer la résistance de certains 

cancers à la chimiothérapie conventionnelle.  

 

2. Identification et propriétés anti-cancérogènes  des agents chimiopréventifs  

 
Une molécule est dîte chimiopréventive si elle est capable d’interférer avec les 

étapes précoces de la cancérogenèse, par exemple en prévenant l’apparition et le 

développement de foyers prénéoplasiques chez des sujets à risque ou encore en limitant 

l’apparition de nouvelles néoplasies chez des patients déjà traités pour un cancer (Russo, 

2007). 

 

Le développement d’un cancer ou cancérogenèse, survient suite à une accumulation 

de mutations somatiques d’une cellule entraînant des changements phénotypiques graduels 

jusqu’à une néoplasie (Surh, 2003). Ce processus se fait en plusieurs étapes qui sont : 

l’initiation (quelques jours), la promotion (des années) et la progression (1 à 5 ans). Lors de 

l’initiation, la cellule est soumise à un agent dit carcinogène qui cible l’ADN et entraîne des 

dommages génotoxiques. La cellule va proliférer anormalement suite à des changements 

épigénétiques pour former des foyers prénéoplasiques c’est l’étape de promotion. Enfin, 

durant la progression les lésions créées vont être plus prolifératives et conduire à des tumeurs 

invasives et métastatiques (Figure 15). 
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Figure 15: Action des composés chimiopréventifs sur la cancérogenèse. D’après Surh, 

2003 

 

Les données épidémiologiques ont permis de mettre en évidence l’impact de 

l’alimentation sur le développement de cancers et ont donc conduit la communauté 

scientifique à déterminer les fruits et légumes impliqués dans la prévention de la maladie. Les 

molécules chimiopréventives ont ainsi été identifiées, ce sont des composés non nutritifs, des 

micronutriments comme les caroténoïdes, des polyphénols, des alcaloïdes, des composés 

azotés ou encore des organosulfures (Figure 14) (Suhr, 2003). L’étude de ces molécules a 

permis d’établir un classement avec d’un côté les agents bloquants, capables d’empêcher 

l’étape d’initiation de la cancérogenèse et de l’autre côté les agents suppresseurs, capables de 

supprimer les capacités prolifératives des lésions prénéoplasiques lors des étapes de 

promotion et de progression. Les agents bloquants peuvent empêcher les carcinogènes 

d’interagir avec leurs cibles par divers mécanismes : augmentation de leur détoxification de 
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leur métabolisme, grâce à leurs propriétés anti-oxydantes, ou encore une augmentation de la 

réparation de l’ADN. Les agents suppresseurs vont eux interférer avec la régulation du cycle 

cellulaire, de l’apoptose, de la transduction de signaux et de la transcription (Figure 15). 

Aujourd’hui un grand nombre de ces molécules d’intérêt sont bien décrites pour 

leurs effets in vitro sur plusieurs types de cancer, comme par exemple la quercétine, ou le 

curcumin, des flavonoïdes (López-Lázaro, 2008 ; Murakami et coll.,2008) ou encore le 

resvératrol, un polyphénol présentant des propriétés anti-cancéreuses et anti-inflammatoires 

(Udenigwe et coll., 2008) et une grande partie de ces molécules entrent ou sont en essais 

cliniques. Néanmoins, la biodisponibilité de la plupart de ces molécules est très faible et des 

efforts sont réalisés pour augmenter cette biodisponibilité en synthétisant des dérivés (Russo, 

2007). 
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IV. LES CONSTITUANTS DU HOUBLON : COMPOSITION CHIMIQUE ET 

PROPRIETES BIOLOGIQUES 

 

1. La plante du houblon 

 

Le houblon (genre Humulus) est une plante grimpante qui tout comme le chanvre 

(genre Cannabis) appartient à la famille des Cannabinacées. Les deux genres de cette famille 

ne se différencient que par le port des feuilles et les inflorescences. Le genre Humulus 

comporte trois espèces : H. lupulus, H. japonicus et H. yunnanensis. Seule, Humulus lupulus 

est utilisée en brasserie et en pharmacologie. Le nom Humulus lupulus fût attribué par Charles 

de Linne en 1737. Le houblon produit des pieds différents porteurs de fleurs mâles ou 

femelles. Les fleurs femelles secrètent un suc résineux de couleur jaune, répandant une odeur 

agréable et pénétrante, nommé la lupuline. Ce sont des glandes, dont le nombre est variable 

selon la plante, qui vont secréter la lupuline. Les glandes de lupuline sont spécifiques aux 

fleurs femelles et la lupuline renferme des propriétés pharmacologiques connues de la plante 

du houblon (Zanoli et Zavatti, 2008), qui doivent satisfaire aux exigences de la Pharmacopée 

Européenne en vigueur (Figure 16). 

 

 

Figure 16: La plante femelle Humulus Lupulus 

a) l’inflorescence de la plante avec les cônes femelles ; b) section de cône mature 

secrétant la lupuline jaune à la base des bractées  

a) b) 
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Le houblon est essentiellement reconnu pour ses propriétés calmantes et apaisantes. 

Bien que considérée comme une plante mineure dans l’arsenal phytothérapeutique des plantes 

calmantes, elle est utilisée contre des états d’hyper-émotivité, une digestion difficile, des 

troubles des règles ou de la ménopause, la nervosité, l’anxiété ou encore des troubles du 

sommeil. Les formes actuelles d’administration du houblon sont la poudre sèche en gélules, 

contenant soit le cône dans sa totalité soit l’extrait sec. L’identification de nouveaux 

composés de cette plante suscite de plus en plus d’intérêt notamment depuis la découverte des 

flavonoïdes prénylés bioactifs (Stevens et Page, 2004). 

 

2. La composition chimique des cônes de houblon 

 

Les cônes femelles secs de houblon sont essentiellement composés d’eau (5 à 10% 

de mat. sèche), d’une partie végétale contenant notamment des polyphénols (2 à 5% mat. 

Sèche)  de lupuline composée de résines (12 à 25% mat. sèche) et d’huiles essentielles (0,2 à 

0,4% mat. sèche). Les résines totales sont responsables du pouvoir amérisant spécifique du 

houblon. Elles sont divisées en deux sous groupes : 

- les résines dures, qui sont insolubles dans les hydrocarbures à faible point 

d’ébullition et contiennent les flavonoïdes comme les flavonoïdes prénylés, les 

chalcones type xanthohumol. 

- les résines molles, qui elles sont solubles dans les hydrocarbures à faible point 

d’ébullition et contiennent les acides amers du houblon, acides-α et acides-β et des 

résines non caractéristiques. 

Les huiles essentielles sont composées en majorité d’humulène, de myrcène et de 

farnesène (Obelevicius et Venskutonis, 2004). 

 

2.1. Composition chimique des résines dures de la lupuline 

 

2.1.1. Les flavonoïdes  

 

Les flavonoïdes sont responsables de la couleur jaune de la lupuline. Le principal 

représentant de cette famille est le xanthohumol dont l’intérêt pharmacologique est de plus en 

plus important. Les flavonoïdes sont regroupés en différents sous-types : 
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- Les flavonols 

- Les chalcones, dont le représentant le plus étudié est le xanthohumol, qui représente 80 à 

90% des flavonoïdes du houblon. Il a été isolé pour la première fois en 1913. Le xanthohumol 

est une chalcone prénylée qui peut se dégrader lors du processus de la fabrication de la bière 

pour donner l’isoxanthohumol (Figure 17). Des études ont pu caractériser d’autres chalcones 

dont le précurseur du xanthohumol, le desméthylxanthohumol (Stevens et coll., 1999) (Figure 

17). 

- Les flavonones prénylées : deux molécules la 6-prénylnaringénine et la 8-prénylnaringénine 

(Figure 17) sont de plus en plus étudiées notamment pour leurs effets oestrogéniques (Overk 

et coll., 2005 ; Milligan et coll., 2000) 

- Les flavonones géranylées : principalement la 6-géranylnaringénine et la 8-

géranylnaringénine. 

 

 

 

 
 

Figure 17: Formation des flavonones prénylées et du xanthohumol à partir du 

desméthylxanthohumol. D’après Overk et coll., 2005 
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2.2 Composition chimique des résines molles de la lupuline 

 

2.2.1 Les acides amers du houblon 

 

Les acides amers du houblon sont des dérivés prénylés d’un acyl-phloroglucinol et 

leur teneur est comprise entre 15-30% en poids de matière sèche dans les cônes et entre 50-

80% dans les glandes de lupulines. Les acides amers sont divisés en deux groupes ; les acides-

α ou humulones et les acides-β ou lupulones, présentant une chaîne isoprényle et dont le 

pouvoir amérisant est moins prononcé. Ces acides sont des acides phénoliques, qui existent 

sous cinq formes différentes : co-, ad-, n-, pré- et post- selon la longueur de la chaîne latérale 

(Figure 18). 

La stabilité des acides amers est relativement fragile. La lumière ou une trop haute 

température peuvent entraîner leur dégradation, nécessitant une utilisation de ces produits 

dans l’obscurité et à basse température. Durant le processus de la fabrication de la bière, les 

lupulones sont majoritairement éliminés lors des premières étapes tandis que les humulones 

solubles dans l’eau vont subir une réaction d’isomérisation pour devenir des isohumulones 

(Gerhäuser C, 2005a). Les acides amers sont  également des molécules très labiles, qui se 

dégradent facilement en solution. Toutefois plus le solvant est polaire et plus les acides sont 

stables. C’est pourquoi les acides amers sont principalement dissout dans le méthanol, 

l’éthanol ou le DMSO et conservés à -20°C dans l’obscurité.  

 

2.3. Les huiles essentielles 

 

Les huiles essentielles du houblon sont majoritairement constituées de composés 

monoterpènes acycliques comme le myrcène, de sesquiterpènes monocycliques comme 

l’humulène ou encore de sesquiterpènes acycliques comme le farnesène (Obelevicius et 

Venskutonis, 2004). La teneur moyenne des huiles essentielles est de 0,3 à 1% dans les cônes 

et de 1 à 3% dans les glandes de lupulines. Les huiles essentielles vont conférer à la bière son 

arôme subtil et sa flaveur. Elles sont de couleur verte ou jaune selon le mode d’extraction à 

partir des cônes frais ou secs. Elles sont très odorantes, aromatiques avec des notes 

balsamiques et fraîches. 
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Figure 18: Structures chimiques des acides amers du houblon. 

Les deux forment se différencient par la présence d’une chaîne isoprényle pour les 

lupulones ; il faut également noter que les humulones et les lupulones sont des 

substances tautomériques et forment un équilibre céto-énolique. D’après Chen et Lin, 

2004 

R1 

humulone: - CH2CH(CH3)2 
cohumulone: - CH(CH3)2 
adhumulone: - CH(CH3)CH2CH3 
préhumulone: - (CH2)2CH(CH3)2 
posthumulone: - CH2CH3 

lupulone: - CH2CH(CH3)2 
colupulone: - CH(CH3)2 
adlupulone: - CH(CH3)CH2CH3 
prélupulone: - (CH2)2CH(CH3)2 
postlupulone: - CH2CH3 

R2 

Chaîne isoprényle 
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3. Utilisation du houblon dans la chimioprévention 

 

Les constituants chimiques du houblon, en particulier les flavonoïdes prénylés et les acides 

amers semblent être de bons candidats pharmacologiques pour la prévention de cancers. Leur 

potentiel chimiopréventif fût étudié à différents stades de la cancérogenèse, lors de 

l’initiation, de la promotion et de la progression (Gerhäuser C et coll., 2002). 

 

3.1. Prévention de l’initiation de la cancérogenèse 

 

3.1.1. Inhibition de l’activation métabolique des procarcinogènes 

 

Lors du processus de cuisson des aliments, des amines hétérocycliques se forment et 

peuvent devenir des agents mutagènes avec un potentiel cancérogène pour l’homme. Des 

études ont démontrées que les flavonoïdes prénylés du houblon sont capables d’inhiber 

l’activation métabolique d’une de ces amines, IQ (2-amino-3-méthylimidazo[4,5-F]quinoline) 

(Miranda et coll., 2000). Le xanthohumol, la 8-prénylnaringénine et l’isoxanthohumol 

inhibent l’activation mutagène de IQ, en bloquant un isomère du cytochrome P450, CYP1A2. 

Pour une concentration plasmatique efficace, un individu de 70 kg doit consommer 10,6 mg 

de flavonoïdes totaux par jour, en supposant que seuls 10% seront absorbés. 

L’activité inhibitrice des flavonoïdes prénylés sur les enzymes du cytochrome P450 ; 

CYP1A1, CYP1B1, CYP1A2, CYP3A4 et CYP2E1 varie et montre une efficacité différente 

des molécules sur chaque enzyme. En effet, le xanthohumol est la molécule la plus efficace 

pour l’inhibition du CYP1B1 tandis que la 8-prénylnaringénine et l’isoxanthohumol sont plus 

efficaces sur le CYP1A2 (Henderson et coll., 2000). 

 

3.1.2. Induction d’enzymes de détoxification 

 

Une cible intéressante de la chimioprévention du cancer est la capacité de 

détoxification des carcinogènes par les enzymes de la phase du métabolisme hépatique. La 

NADPH quinone oxydoréductase (QR) est une enzyme de phase II impliquée dans la 

détoxification des quinones en hydroquinones. Elle protège la cellule contre la toxicité des 

xénobiotiques en transférant deux électrons sur une quinone donnant naissance à une 

hydroquinone qui pourra être glucuronée et excrétée. 
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Le xanthohumol et six autres chalcones prénylées induisent la quinone réductase 

notamment au niveau de cellules de souris Hepa 1c1c7. Le xanthohumol présente en fait un 

double effet, celui d’inhiber les enzymes de phase I qui sont principalement les enzymes du 

cytochrome P450 et d’activer les enzymes de phase II renforçant son potentiel d’agent 

chimiopréventif par détoxification des carcinogènes (Gerhäuser et coll., 2002 ; Dietz et coll., 

2005). 

 

3.1.3. Capture des espèces réactives à l’oxygène 

 

Une surproduction des espèces réactives à l’oxygène ou ROS peut entraîner des 

dommages à l’ADN et contribuer à l’initiation de la tumeur. Une surproduction de NO, 

espèce réactive de l’oxyde nitrique peut être responsable de l’initiation de dégâts cellulaires 

survenus lors d’une infection ou lors d’une inflammation chronique. Le xanthohumol et 

l’isoxanthohumol ont la capacité de capturer les ROS montrant donc une importante activité 

anti-oxydante. Le xanthohumol (1µM) montre une efficacité 8,9 et 2,9 fois plus grande à 

capturer les espèces OH. - et ROO. que le Trolox, un équivalent de la vitamine E. Le 

xanthohumol est également capable de prévenir la libération de NO après une stimulation des 

cellules macrophagiques par les lipopolysaccharides (LPS), ayant pour conséquence une 

diminution du développement cellulaire (Gerhäuser C, 2005b).  

 

3.2. Prévention de la promotion du cancer 

 

Lors de la promotion du cancer, la prolifération cellulaire peut être induite par des 

hormones, des facteurs de croissance, des mutations ou encore des manifestations 

inflammatoires. Le potentiel anti-promotion des constituants du houblon s’explique en partie 

par leurs effets anti-inflammatoires en particulier leur capacité à inhiber les enzymes 

cyclooxygénases COX1 et COX2 ainsi que leur potentiel anti-angiogénique (Gerhäuser C, 

2002). 
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3.2.1. Effets anti-inflammatoires des constituants du houblon 

 

La cancérogenèse est souvent associée à une production excessive de 

prostaglandines, les médiateurs de l’inflammation. La transformation de l’acide arachidonique 

en prostaglandines est médiée par les enzymes COX1 et COX2. Une concentration trop 

élevée en prostaglandines stimule la prolifération cellulaire et peut initier la formation de 

nouveaux vaisseaux sanguins essentiels au développement de la tumeur, ce phénomène est 

appelé l’angiogenèse. 

Le xanthohumol est capable de bloquer de manière dose dépendante les enzymes 

COX1 et COX2 entraînant une inhibition de la production des prostaglandines bien que l’effet 

direct du xanthohumol sur la production intracellulaire de prostaglandines n’a pas encore été 

étudié. De même, le xanthohumol est capable d’empêcher le développement cellulaire stimulé 

par un promoteur endogène de tumeur, le 17-β-oestradiol par une interaction avec les 

récepteurs à l’œstrogène. Ces effets anti-oestrogènes ont été confirmés en condition in vivo 

(Gerhäuser, 2005b). 

Des études ont également été menées sur l’activité anti-inflammatoire des 

humulones, en particulier sur un modèle de cancer cutané de la souris, initié par l’application 

cutanée du 7,12-diméthylbenz[a]antracène et dont la promotion sera induite ultérieurement 

par le 12-O-tétradécanoylphorbol-13-acétate (TPA). L’humulone appliquée 30 min avant le 

TPA entraîne une diminution significative de l’incidence de la tumeur (93%) et de sa 

multiplication (99%) (Yasukawa et coll., 1995 ; Gerhäuser, 2005b). 

 

3.2.2. Inhibition de l’angiogenèse 

 

L’angiogenèse est un processus de néovascularisation importante et indispensable au 

cours de nombreux processus physiologiques. Elle est impliquée dans la croissance tumorale 

et dans le développement des métastases. Les prostaglandines tiennent un rôle majeur dans 

l’initiation de l’angiogenèse. 

L’activité anti-angiogénique des humulones fût testée sur des membranes 

chorioallantoïdienne d’embryon de poulet (CAM). Les humulones (3-30 µM) sont capables 

d’inhiber totalement la formation de vaisseaux par l’endothélium vasculaire. Elles sont 

également capables  de réguler négativement la production du facteur de croissance de 
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l’endothélium vasculaire (VEGF) par les cellules endothéliales à une concentration de 100µM 

(Shimamura et coll., 2001). 

Les lupulones ont également montré des propriétés anti-angiogéniques en conditions 

in vitro et in vivo. Ces molécules (2,5-50 µg/ml) sont capables d’inhiber la prolifération 

cellulaire et la néovascularisation des cellules endothéliales isolées à partir de veines 

ombilicales humaines (HUVEC). De même chez les souris traitées avec les lupulones (20 

mg/kg/jour) une réduction de 50% de la vascularisation des implants sous cutanés matrigel 

plugs (éponges de polymères) est observée (Siegel et coll., 2008).  

La molécule 8-prénylnaringénine est capable d’inhiber l’invasion des cellules 

endothéliales et la formation de vaisseaux sanguins avec une IC50 de 10 µM. Son activité in 

vitro est comparable à la génistéine, molécule connue pour ses effets anti-angiogéniques 

(Banerjee et coll., 2008). Son activité anti-angiogénique a également été démontrée en 

conditions in vivo sur les CAM (Pepper et coll., 2004). 

L’effet anti-angiogénique du xanthohumol fût testé en 2005 sur un nouveau modèle 

in vitro de fragments de vaisseaux sanguins de placenta et sur la lignée de cellules 

endothéliales microvascularisées humaines HMEC-1 lésées. Le xanthohumol inhibe la 

formation de vaisseaux sanguins sur ces deux modèles mais également dans des conditions in 

vivo sur des xénogreffes de tumeurs de sein humaines (Gerhäuser, 2005b). De même le 

xanthohumol inhibe la production de NO, responsable de la production du facteur de 

croissance VEGF, qui lors d’une production trop importante peut induire l’angiogenèse, 

l’hyperméabilité vasculaire et accélère le développement tumoral (Zhao, 2003). 

 

3.3. Prévention de la progression du cancer 

 

3.3.1. Effets anti-prolifératifs des composés du houblon 

 

Le xanthohumol et l’isoxanthohumol diminuent significativement la progression 

tumorale. Une inhibition de la croissance cellulaire fût observée chez les cellules cancéreuses 

du sein, MCF-7 après traitement avec ces deux molécules. Cette inhibition résulte du blocage 

de la synthèse de l’ADN et non de l’apoptose et aucune cytotoxicité hépatique fût observée, 

démontrant le potentiel d’agent anti-cancéreux du xanthohumol et de l’isoxanthohumol 

(Miranda et coll., 1999). 
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Les cellules cancéreuses sont capables de s’adapter à des conditions 

environnementales particulièrement difficiles et peuvent se développer en absence d’oxygène 

(hypoxie) (Vaupel, 2008). Par exemple la lignée invasive de fibrosarcome humain HT-1080 

double sa synthèse de triglycérides et d’esters de cholestérol lorsqu’elles se développent en 

conditions d’hypoxie. Le xanthohumol est capable de réduire le taux de cholestérol et 

d’inhiber la formation de gouttelettes lipidiques induites par l’hypoxie. Le xanthohumol réduit 

la prolifération cellulaire et la mobilité des cellules HT-1080 en absence d’O2 par rapport aux 

conditions normales, démontrant le potentiel chimiopréventif sélectif du xanthohumol pour 

les cellules cancéreuses en hypoxie (Goto et coll., 2005) 

 

3.3.2. Apoptose induite par les composés du houblon 

 

L’induction de l’apoptose par les acides amers du houblon fût étudiée pour la 

première fois par Chen et coll en 2004 sur les cellules cancéreuses HL-60. L’extrait, composé 

d’un mélange d’humulone et de lupulone, active les récepteurs de mort Fas et son ligand FasL 

entraînant l’activation de la caspase-8 suivie de celle de la caspase-3. La caspase-8 peut 

également perturber le potentiel de membrane de la mitochondrie entraînant une activation de 

la protéine proapoptotique Bax et une inactivation des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et 

Bcl-XL. Une libération du cytochrome c et une activation de la caspase-9 suivie de celle de la 

caspase-3 est alors observée. La caspase-3 activée va cliver la protéine poly (ADP-ribose) 

polymérase (PARP), induisant la fragmentation de l’ADN et donc l’apoptose (Figure 19) 

(Chen et Lin, 2004). 

Le xanthohumol est également capable d’induire l’apoptose. Il entraîne l’activation 

des récepteurs de mort et de la voie mitochondriale, par l’intermédiaire des caspases -8, -9, -3 

et -7,, la diminution de l’expression des protéines anti-apoptotiques de la mitochondrie 

comme Bcl-2 (Figure 20) (Pan et coll., 2005). Le xanthohumol induit également l’apoptose 

par une inhibition de la voie du facteur NF-κB pour les cellules cancéreuses de la p rostate 

(Colgate et coll., 2007). 
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Les composants du houblon présents essentiellement dans la lupuline secrétée par 

les glandes situées dans la fleur femelle présentent différentes propriétés chimiopréventives. 

Ainsi nous avons pu constater que les effets préventifs des flavonoïdes prénylés, du 

xanthohumol ou encore des humulones sont relativement bien décrits sur les modèles in vitro 

à différents stades de la cancérogenèse, à l’opposé des propriétés biologiques des lupulones. 

Toutefois des études sur des modèles in vivo concernant la biodisponibilité, la distribution et 

l’efficacité de ces composants dans l’organisme doivent être développées pour élaborer des 

traitements chimiopréventifs efficaces. 
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Figure 19: Mécanismes d'action de l'induction de l'apoptose par les acides amers sur les 

cellules HL-60. D’après Chen et Lin, 2004 
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Figure 20: Les cibles potentielles du xanthohumol lors de l’ induction de l'apoptose dans 

les cellules cancéreuses coliques humaines. D’après Pan et coll., 2005. 

 L’activation des récepteurs de mort se fait par le clivage de la capase-8 entraînant 

l’activation des caspases -3 et -7 et de PARP. Le xanthohumol affecte la mitochondrie 

par une régulation négative de Bcl-2, la libération du cytochrome c et une activation de 

l’apoptosome. L’activation de ces différentes voies induit l’apoptose. 
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METHODOLOGIES 

 
I. ETUDES DE BIOLOGIE CELLULAIRE 
 
 
1. Les lignées cellulaires SW480 et SW620 
 

Deux lignées cellulaires SW480 et SW620 ont été utilisées comme modèle in vitro de la 

tumeur primaire colique humaine et de ses cellules métastatiques. Ces deux lignées sont 

issues d’un adénocarcinome colique humain et ont été isolées d’une part de la tumeur colique 

primaire (SW480) et d’autre part d’un ganglion lymphatique présentant des métastases 

(SW620) au sein d’un même patient de type caucasien. Durant la phase de différentiation, les 

cellules SW480 vont acquérir les caractéristiques des entérocytes, avec une morphologie 

cylindrique, une polarisation cellulaire, ainsi qu’une apparition de microvillosités sur la 

surface apicale. Les cellules SW620 seront moins différenciées et vont présenter une 

morphologie plutôt sphérique. De plus, elles n’exprimeront plus de microvillosités à la 

surface des cellules, et leur cycle de division  sera plus rapide que celui des SW480 montrant 

un caractère plus invasif (Leibovitz et coll., 1976). 

Toutes les expériences sont réalisées au cours de la phase exponentielle de la croissance 

cellulaire, permettant à chaque lignée, une acquisition totale de ses différentes 

caractéristiques. 

 
 

2. Molécules testées 

 
2.1 Extraction et purification des lupulones 

 
Les lupulones sont obtenus à partir d’un sous produit industriel des industries 

brassicoles (Kronenbourg, Brasseries Carlsberg SA, Strasbourg, France) appelé 

« Whirlpool ». Le « Whirlpool » est un concentré des déchets issus de la fabrication de la 

bière, enrichi en acides β du houblon c'est-à-dire en lupulones. 

Un volume de « Whirlpool » est dilué dans deux volumes d’eau distillée contenant 0,1% 

de vitamine C et la solution est mélangée pendant 15 min. Une séparation de la phase aqueuse 

est ensuite réalisée par une série de centrifugation à 3000 t/min pendant 10min. Le surnageant 

est éliminé et le culot est repris dans de l’éthanol puis  centrifugé à 3000 t/min pendant 10min. 

Le surnageant, de couleur brune, contenant les lupulones est récupéré et le culot sera à 
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nouveau repris dans de l’éthanol et centrifugé. Cette opération sera répétée jusqu’à ce que le 

surnageant présente une couleur blanche. La solution obtenue est alors filtrée sous vide et 

l’éthanol est évaporé à l’aide d’un Rotavap à 37°C. L’extrait obtenu est alors lavé avec de 

l’eau distillée et après centrifugation à 4000 tours/min pendant 15min, le culot est placé au 

lyophilisateur afin d’éliminer toutes traces d’eau. Pour éviter une oxydation des lupulones par 

la lumière, chaque étape est réalisée à l’abri de la lumière. 

 Afin de vérifier qu’aucune dégradation n’a eu lieu pendant l’extraction et de tester la 

pureté de l’extrait, celui-ci est analysé par chromatographie en phase liquide à haute 

performance ou HPLC (High Performence Liquid Chromatography). La colonne utilisée est 

une colonne Nucleodur® (Macherey-Nagel, Hoerdt, France) de dimension 250 mm x 4,6 mm. 

L’extrait (10mg/ml) est élué selon un gradient avec deux solutions d’élution. La première 

(phase A) est composée d’acétonitrile contenant 0,01M d’acide trifluoroacétique (40 : 60 v/v) 

et la deuxième (phase B) d’acétonitrile. Le gradient se fait sous les conditions suivantes : 

100% (A) vers 100% (B) pendant 15min, puis 100% (A) et 100% (B) durant 30min. Le degré 

de purification de l’extrait est de 85-90%. L’extrait de lupulones est alors constitué de 40% de 

co-lupulones (C25H36O4, MM : 400,56 g/mol) et de 60% de lupulones (C26H38O4, MM : 

414,58 g/mol) (Figure 18). En conditions in vitro, la solution mère de lupulones est 

solubilisée dans le diméthylsulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Allemagne) à une 

concentration de 100mg/ml et conservée à -20°C. La concentration finale de lupulones lors 

des traitements sur les cellules est de 40µg/ml.  

 

2.2 Autres molécules testées 

 
Pour comprendre les mécanismes d’action des lupulones, d’autres molécules chimiques 

ont été testées : 

- La molécule TRAIL ligand (50 ng/ml) (Alexis Biochemicals, Suisse) ; les anticorps 

inhibiteurs des récepteurs de mort TRAIL, anti-humain DR4 ou anti-humain DR5 (250 ng/ml) 

(Alexis Biochemicals, Suisse) et l’inhibiteur spécifique de la caspase-8, Z-IETD-FMK (50 

µM) (R&D systems, Royaume-Unis) ont été utilisés pour l’étude de la voie extrinsèque lors 

du processus apoptotique.  

- La vitamine C (C6H8O6, MM : 176,12) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Allemagne) a été utilisée 

dans les études du stress oxydatif induit par l’activation de la voie intrinsèque. 
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- Les inhibiteurs spécifiques de la protéine p53, pifithrin-α (30 µM), de l’activation du facteur 

NF-κB, quinazoline (30 nM) (Merck Chemicals, France) ainsi que les inhibiteurs spécifiques 

des voies MAPKs ; l’inhibiteur de la voie JNK, SP600125 (10 µM), l’inhibiteur de la voie 

ERK, SL327 (10 µM) et l’inhibiteur de la voie p38, SB203580 (10 µM) (Sigma-Aldrich, 

Steinheim, Allemagne), ont été utilisés lors de l’étude de ces différentes voies, afin de 

déterminer l’origine du mécanisme d’action des lupulones .  

 
 

3. La cytométrie en flux 

 

3.1 Principe général de la technique 

 

La cytométrie en flux est une technique permettant de faire défiler des particules, 

molécules ou cellules à grande vitesse dans le faisceau d’un laser (Figure 21). La lumière 

réémise (par diffusion ou fluorescence) permet de classer la population suivant plusieurs 

critères et de les trier (Villas, 1998). 

En bref, les cellules sont dispersées dans le sérum physiologique et passent à travers 

un faisceau de lumière laser. La diminution du faisceau direct permet la mesure de la masse 

cellulaire. Les cellules qui émettent de la fluorescence sont alors reconnues par une cellules 

photoélectrique particulière (Figure 21). 

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), ainsi que des informations relatives aux propriétés optiques, induites par la 

fluorescence, obtenues par des marquages spécifiques des structures ou des fonctions 

cellulaires. Ces signaux sont collectés par des photo-multiplicateurs, amplifiés, numérisés, 

traités et stockés par un ordinateur grâce à une composante informatique et optique (miroir 

dichroïque et filtre optique). 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.  
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                                                                        www.oncoprof.net/.../dg_histo_tech_43.html 

 

Figure 21: Principe de la cytométrie en flux 
 
 

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). 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 2). Les données sont traitées et analysées à l’aide du logiciel 

CellQuest  (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 2: Les différents filtres du cytomètre en flux Becton Dickinson 
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3.2 Analyse de la mort cellulaire : apparition des corps hypodiploïdes 

  

Le cycle cellulaire représente l’intégralité de la période de division, c’est-à-dire 

l’ensemble des événements biochimiques et morphologiques responsables de la prolifération 

cellulaire. La cytométrie en flux permet de suivre les cellules durant chaque phase du cycle, 

G0/G1, S et G2/M, en mesurant la quantité d’ADN présent dans la cellule. Lors de la mort 

cellulaire, l’ADN peut être fragmenté par le processus apoptotique ou éclaté par le processus 

nécrotique. Les cellules mortes ou mourantes contiennent alors une quantité d’ADN inférieure 

à 2n, dont la fluorescence émise réduite est détectée par le cytomètre. Cette population 

cellulaire, appelée corps hypodiploïdes, s’accumule alors dans une région inférieure à la phase 

G0/G1, appelée Sub G0/G1 (Figure 22). 

Pour l’analyse de la mort cellulaire, l’intercalant d’ADN, l’iodure de propidium (IP) 

est utilisé. Le cytomètre va mesurer la fluorescence émise par l’IP, suite à une excitation à 

488 nm, et les populations cellulaires présentes à une phase donnée sont triées. La méthode 

utilisée est basée sur la technique décrite par  Nicolleti et coll., 1991.  

 
 

 
 
Figure 22: Analyse du cycle cellulaire des cellules SW480 et SW620 par cytométrie en 

flux 
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3.3 Mesure de la production du stress oxydatif 

 

La mitochondrie est une source majeure de la formation de stress oxydatif ou des 

espèces réactives d’oxygène (ERO ou ROS), pouvant être impliquées dans l’induction de la 

mort cellulaire (Kumar B et coll, 2009 ; Klamt F et coll, 2008). L’état d’oxydoréduction de la 

cellule peut être évalué par l’utilisation des dérivés du diacétate de 2’,7’-

dichlorodihydrofluorescéine (H2DCF-DA) en cytométrie en flux. H2DCF-DA pénètre dans la 

cellule où il sera transformé par des estérases cellulaires en 2’,7’-dichlorodehydrofluorescéine 

(H2DCF). En présence de ROS, H2DCF est oxydé en 2’,7’-dichlorofluorescéine (DCF) par le 

cytochrome c, les peroxydases ou l’ion Fe2+. DCF émet alors une fluorescence détectée par le 

cytomètre. (Ubezio et coll, 1994) (Figure 23). Pour la détection du stress oxydatif, deux 

produits importants du stress ont été mesurés, l’anion superoxyde (O2.-) et le peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) à l’aide du fluorochrome CM-H2DCFDA ( acétyl d’ester diacétate 5-(et -

6)-chloromethyl-2’,7’-dichlorodihydrofluorescéine (C22H19Cl3O8 ; MM : 577,8) Molecular 

Probes, Invitrogen, France). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 23: Mécanisme d'action du 2', 74-dichlorohydrofluorescéine (HDCF-DA). 

La cellule est perméable au HDCF-DA non fluorescent. Celui-ci est clivé par des 

estérases cellulaires, produisant une molécule relativement polaire qui s’accumule dans 

la cellule. Ces molécules non fluorescentes sont oxydées en dichlorofluorescéine (DCF) 

par des peroxydases au cours de l’oxydation mitochondriale. La DCF émet une 

fluorescence, qui permet la visualisation de l’état d’oxydoréduction de la cellule.  

 
HDCF-DA 

H2DCF 

DCF 

Estérase
 ROS 

Cytochrome c 
Peroxydase 

Fe2+ 

ONOO- 

485 nm 

530 nm 
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3.4 Mesure du potentiel transmembranaire mitochondrial 

 

Pour faciliter le transport de métabolites au sein de la membrane interne, la 

mitochondrie utilise un gradient électrochimique. Ce gradient appelé potentiel membranaire 

mitochondrial (∆Ψm) est basé sur un gradient de proton, qui va charger négativement la 

matrice mitochondriale et positivement la chambre externe. Une diminution du ∆Ψm  entraîne 

un disfonctionnement de la mitochondrie, qui va activer la voie apoptotique intrinsèque 

(Maddika et coll, 2005). La détermination du potentiel membranaire mitochondrial est 

réalisée par cytométrie en flux avec l’utilisation du fluorochrome : 3,3'-

diethyloxacarbocyanine iodide (DiOC2(3)) (C21H21IN2O2, MM : 460,31, Molecular Probes, 

Invitrogen, France). Cette molécule cationique lipophile pénètre dans le cytosol des cellules 

où elle fluoresce en vert (530 nm, FL-1) ou rouge (650 nm, FL-3) suite à une excitation à 488 

nm. Elle s’accumule alors dans les mitochondries où le potentiel de membrane est actif avec 

une fluorescence émise importante. Lorsque le potentiel est perturbé, la perméabilisation de la 

mitochondrie augmente et le fluorochrome est libéré dans le cytosol. Suite à des changements 

de pH la fluorescence va alors s’arrêter et le signal va diminuer (Campos et coll, 2004). 

 

3.5 Analyse de la fragmentation de l’ADN 

 

La fragmentation de l’ADN est une des étapes clés du processus apoptotique. Afin 

de déterminer cette fragmentation, un kit in situ basé sur la technique du TUNEL, Mebstain® 

Apoptosis Direct Kit (MBL International Corporation, Nagoya, Japan) est utilisé. Durant 

l’apoptose, la chromatine va être coupée par des endonucléases, au niveau de sîtes de 

coupures situés entre les nucléosomes (Gavriely et coll, 1992). Les fragments générés vont 

alors pouvoir être fixés, au niveau de leur extremité 3’-OH, par une déoxunucléotidyl 

transférase terminale (TdT), avec FITC-dUTP (Figure 24). Plus l’ADN sera fragmenté et plus 

le signal fluorescent émis sera fort. 
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d’après protocole MBL International Corporation, Nagoya, Japan 

 

 
Figure 24: Principe de la méthode TUNEL par cytomètrie en flux 

 

4. Analyse de l’expression des ARNm par RT-PCR en temps réel 

 

La reverse transcriptase PCR ou RT-PCR est une technique d’amplification d’une 

séquence d’ARN, qui repose sur deux partie. La première partie consiste à convertir la 

séquence d’ARN en ADN, appelé ADNc, par des enzymes thermostables, les transcriptases 

inverses (reverse transcriptase RT). Ces enzymes sont des ADN polymérases ARN 

dépendantes, capables d'utiliser un brin d'ARN comme matrice pour catalyser la synthèse du 

brin d'ADN complémentaire. Ces enzymes sont des polymérases qui auront besoin d’une 

amorce 3’-OH libre, pour initier la synthèse. La deuxième partie consiste à synthétiser le 

deuxième brin complémentaire de l’ADNc et d’amplifier la séquence double brin obtenue par 

PCR en utilisant la Taqpolymérase. La RT-PCR en temps réel consiste en l’ajout en plus des 

deux amorces d’une sonde marquée, également spécifique de la séquence cible. Les fragments 

amplifiés sont alors mis en évidence au fur et à mesure des cycles de la réaction, en phase 

exponentielle, assurant ainsi une meilleure sensibilité de la technique importante et une 

sécurité du résultat (Bustin et coll, 2006 ; Schrader et coll, 2003). La sonde utilisée est une 

sonde TaqMan® (Applied Biosystem) (Figures 25 et 26). 

Apoptose 

histone 
ADN 

Endonucléases 

TdT 

FITC-dUTP 

FITC-dUTP 
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Une extraction de l’ARN total est réalisée, sur les cellules traitées ou non par les 

lupulones (40 µg/ml) pendant 24 et 48h, à l’aide du kit RNeasy (QIAGEN, VWR, 

Dannemark). Pour l’étape de conversion de l’ARN (1 µg) en ADN, le kit High-Capacity 

cDNA Kit (Applied Biosystems) est utilisé. La chimie TaqMan, TaqMan Gene Expression 

assays (Applied Biosystems, Foster City, Etats-Unis) est utilisée pour mesurer le niveau de la 

transcription et de l’amplification de chaque séquences d’ARN cibles. La béta-actine est 

utilisée comme contrôle endogène. La RT-PCR en temps réel est réalisée avec TaqMan 

Universal PCR master mix et ABI Prism 7500 Sequence Detection System (Applied 

Biosystems) en triplicata. Les données sont ensuite analysées et normalisées par rapport au 

contrôle interne et aux cellules non traitées et les analyses statistiques sont réalisées selon les 

méthodes du delta Ct (cycle threshold) décrites précédemment (Livak et coll, 2001). 

 

 
                                                                            www.bio.davidson.edu/.../Pierce/realtimepcr.htm 

                                                                                               

Figure 25: Principe de la chimie Taqman® en PCR en temps réel. (A) La sonde Taqman 

est composée d’une séquence spécifique à la séquence cible, avec deux fluorochromes, un 

quencher et un reporter. Le quencher perturbe le reporter, qui ne peut émettre. (B) La 

sonde se lie au brin cible, ainsi que l’amorce. La réaction de synthèse du brin 

complémentaire peut démarrer à l’aide de la Taq polymérase. (C) En présence de 

nucléotides, la synthèse du brin complémentaire est créée par la Taq polymérase, qui va 

libérer le reporter. Ceci entraîne une inactivation du quencher et l’émission d’un signal 

par le reporter, permettant de suivre chaque brin pendant l’amplification. 
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Erreur ! 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26: Profil d'une courbe de PCR en temps réel 

 
 
5. Principe des tests colorimétriques et des tests ELISA 

 

5.1 Tests colorimétriques 

 

 Les tests colorimétriques sont utilisés pour la mesure de l’activité spécifique 

d’enzymes sur des plaques de 96 puits. Nous avons utilisé ces tests pour la mesure de 

l’activité des différentes caspases -8, -9 et-3.  

L’expérience est basée sur l’hydrolyse du substrat Acétyl-Asp-Glu-Val-Asp-p-

nitroaniline (Ac-DEVD-pNA) par la caspase-3 ou du substrat Acétyl-Ile-Glu-Thr-Asp-p-

nitroaniline (Ac-IETD-pNA) par la caspase-8, présentes dans les lysats cellulaires. Cette 

réaction conduit à la libération de p-nitroaniline (pNA) dont la 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 en pNA . Concernant la caspase-9, l’essai 

est réalisé avec le kit APOCYTO Caspase-9 Colorimetric Assay Kit (MBL International 

Corporation, Japon). Le principe du test est similaire à ceux des caspases-3 et -8 mais le 

substrat utilisé est le N-Acétyl-Leu-Glu-His-Asp-p-nitroaniline (Ac-LEDH-pNA). Les 

résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’activité au sein des différents échantillons 

traités par rapport au groupe contrôle. L’activité spécifique pour les caspases-3 et -8 est 

exprimée en nmoles de pNA libérés / min / mg de protéines totales tandis que l’activité 

spécifique de la caspase-9 est exprimée en nmoles de pNA libérés / mg de protéines totales. 
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5.2 Le test ELISA 

 

Nous avons utilisé le principe de la méthode « ELISA sandwich » (Figure 27) pour 

la mesure du cytochrome c, la détection des IAPs (la survivine et XIAP) et la détection des 

sous-unités de la famille de NF-κB. Un premier anticorps, appelé anticorps de détection est 

fixé au fond des puits de la plaque de microtitration 96 puits. L’antigène, qui possède deux 

épitopes différents, va être d’abord reconnu par l’anticorps de détection puis par un deuxième 

anticorps, qui sera couplé à la peroxydase. Un substrat à la peroxydase (H2O2 + diamine 

orthophénylène) est ensuite ajouté et la réaction catalytique va libérer un produit coloré. La 

densité optique du produit est alors mesurée par spectrophotométrie à 450 nm. 

 

Erreur ! 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27: Principe simplifié de la méthode "ELISA Sandwich"                                                                                      

 

Concernant la détection du facteur NF-κB, nous avons mesuré deux sous -unités de 

NF-κB, prépondérantes dans  l’apoptose, p50 et p65, à l’aide d’une technique basée sur le 

même principe que la méthode « ELISA Sandwich » à l’aide du kit TransAMTM NF-κB 

Family (Active Motif Europe, Belgique). Dans les puits d’une plaque de microtitration (96 

puits) est fixé un oligonucléotide, correspondant à une séquence consensus de NF-κB (5’-

GGGACTTTCC-3’). La forme active de NF-κB va se lier spécifiquement à l’oligonucléotide. 

L’anticorps primaire va ensuite reconnaître les épitopes correspondant soit à la sous unité p50 

soit à la sous unité p65. Un anticorps secondaire couplé à la peroxydase reconnaît l’anticorps 

primaire et après ajout du substrat à la peroxydase (H2O2 + diamine orthophénylène), la 

réaction catalytique va libérer un produit coloré. La densité optique du produit est alors 

mesurée par spectrophotométrie à 450 nm. 

antigène 
Anticorps secondaire - enzyme 

Anticorps 
primaire 
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II. MODELE PRECLINIQUE DE CANCEROGENESE EXPERIMENTALE 
 

1. Modèle animal et traitements  

 

Le modèle de cancérogenèse utilisé lors de nos expériences in vivo est  un modèle 

bien connu et utilisé dans de nombreuses études scientifiques (Hagos et coll, 2007 ; Jacobsen 

et coll, 2006). Les animaux utilisés sont des rats mâles Wistar (n = 18), obtenus par les 

Laboratoires Charles River (Les Oncins, France), pesant entre 240 et 250 g  et maintenus à 

des conditions standards d’expérimentations : 22°C, 60% d’humidité relative dans l’air avec 

des cycles de 12h de lumière / 12h de nuit et une atmosphère renouvelée toutes les heures. Les 

animaux suivent un régime alimentaire standard et ont un libre accès à la boisson. 

Une fois toutes les deux semaines, les animaux reçoivent une injection 

intrapéritonéale d’azoxyméthane (AOM) (Sigma Aldrich, Allemagne), à raison de 15 mg / kg. 

L’AOM entraîne un processus de transformation de l’épithélium normal du colon en un 

carcinome avec comme étape intermédiaire, la formation de polypes adénomateux (Reddy 

BS, 2004). Dans ce modèle les lésions prénéoplasiques apparaissent 3 à 4 semaines après les 

injections d’AOM et la première tumeur apparaît au bout de six mois  rendant ce modèle très 

attractif. 

Une semaine après la dernière injection d’AOM les rats sont séparés au hasard en 

deux groupes expérimentaux  et un groupe contrôle.  Le premier groupe expérimental (n = 6) 

reçoit tous les jours, une solution contenant 0,001% de lupulones et 0,001% d’acide 

ascorbique ou vitamine C dans leur eau de boisson contenant 0,5% d’éthanol. Le deuxième 

groupe expérimental (n = 6) est traité de la même manière mais avec une solution de 0,005% 

de lupulones. Le groupe contrôle (n = 6) est traité avec une solution contenant 0,5% d’éthanol 

et 0,001% de vitamine C dans l’eau de boisson. La vitamine C est utilisée pour protéger les 

lupulones de l’oxydation. Les rats consomment quotidiennement, entre 30 et 34 ml de boisson 

pendant la période expérimentale. La moyenne quotidienne de prise de lupulones par rat dans 

les deux groupes expérimentaux, est respectivement, de 0,8 et 4 mg/kg. Toutes les 

expériences réalisées sur les animaux sont en accord avec le guide institutionnel du Comité 

Français de l’Ethique (autorisation n° A67-480, Ministère Français de l’Agriculture).
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2. Mesure et détermination des cryptes aberrantes et des tumeurs coliques 

 

Tous les animaux sont sacrifiés 7 mois après la  dernière injection d’AOM. Le colon 

est ensuite prélevé, lavé une fois avec de la solution saline et les tissus graisseux sont enlevés 

de la muqueuse afin de pouvoir mesurer le nombre, la taille et la localisation des tumeurs. 

Le volume tumoral est évalué, après une autopsie de l’animal, selon la formule 

suivante : 

 

                              V = 4/3π x (A/2)2 x B/2 

 

Où A représente la largeur de la tumeur et B sa longueur en millimètres. 

 

La détermination de cryptes anormales hyperprolifératives, se fait sur un segment de 

6 cm de long correspondant à la partie distale du colon. Le segment est fixé dans un tampon 

de formaline (10%) et incubé dans une solution de bleu de méthylène (0,2%) pendant 5 min et 

rincé dans un tampon de Krebs-Ringer. Le segment est ensuite examiné en microscopie avec 

un objectif de grossissement x5. Les critères utilisés pour l’identification de cryptes 

hyperprolifératifs et des foyers de cryptes aberrantes (FCA) sont : 

- une augmentation de la taille 

- une paroi de cellules épithéliales plus épaisse 

- une zone péricryptale plus importante que celle des cryptes normales 
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RESULTATS EXPERIMENTAUX 

 

CHAPITRE 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Etudes des effets chemopréventif des lupulones sur les cellules cancéreuses 

coliques humaines métastatiques SW620, ainsi que sur un modèle de 

cancérogenèse colorectale chez le rat 
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1.  Résumé 

 

Les acides amers du houblon (Humulus lupulus L.) sont divisés en deux familles, les 

humulones ou acides alpha et les lupulones ou acides bêta. L’objectif de notre étude fût de 

déterminer les effets anti-prolifératifs des lupulones sur un modèle in vitro de cellules 

humaines coliques métastatiques, les cellules SW620 ainsi que d’évaluer leur effet 

chimiopréventif sur un modèle in vivo de carcinogenèse. Les lupulones (40 µg/ml) induisent 

une inhibition de la croissance cellulaire des SW620 de 70% après un traitement de 48h. Ils 

augmentent l’expression de récepteurs de mort appartenant à la superfamille TNF-alpha, 

comme le récepteur Fas et les récepteurs apoptotiques de TRAIL, TRAIL-R1 (DR4) et 

TRAIL-R2 (DR5). Ces observations suggèrent que les lupulones activent les voies de 

signalisation impliquant les récepteurs de Fas et TRAIL dans le but d’induire l’apoptose. Les 

lupulones entraînent également une perméabilisation de la membrane mitochondriale. La 

carcinogenèse colique est initiée chez des rats Wistar grâce à des injections  intrapéritonéales 

d’azoxyméthane (AOM) une fois par semaine pendant deux semaines. Les rats reçoivent des 

lupulones (0,001 à 0,005%) dilués dans leur eau de boisson, une semaine après la dernière 

injection, tandis que le groupe contrôle reçoit l’excipient. Après 7 mois de traitement, les rats 

traités aux lupulones à 0,001% et 0,005% montrent une réduction de respectivement 30 et 

50% du nombre de lésions prénéoplasiques (foyers de cryptes aberrantes) au niveau du colon. 

De plus, une diminution drastique du nombre total de tumeurs coliques est observée chez les 

rats traités aux lupulones. Les lupulones induisent l’apoptose des cellules SW620 en activant 

l’ensemble des voies de mort Fas et TRAIL et empêchent le développement du cancer du 

colon à faible dose (4 mg/kg/jour). Nos résultats démontrent l’utilité des lupulones dans les 

essais de prévention du cancer du colon. 
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2. Introduction 

 
Les acides amers du houblon sont divisés en deux principales classes ; les acides-α 

ou humulones et les acides-β ou lupulones. Ces deux catégories sont composées de mixtures 

de molécules homologues et les lupulones sont composés d’une mixture de n-, co- et ad-

lupulones (Zhang et coll., 2004 ; Verzele et coll., 1978). Quelques études ont été menées sur 

le potentiel biologique des humulones ou de mixture d’acides amers du houblon. Ces 

substances présentent une action anti-bactérienne mais également des propriétés 

anticancéreuses comme l’inhibition de la prolifération des cellules leucémiques, l’induction 

de la différentiation cellulaire et de l’apoptose (Gerhauser, 2005 ; Honma et coll., 1998), 

l’inhibition de l’expression de la COX-2 (Yamamoto et coll., 2002 ; Lee et coll., 2007) ou 

encore la réduction de la sécrétion de  la prostaglandine E2. Les humulones inhibent 

également l’angiogenèse dans les conditions in vitro et in vivo (Shimamura et coll., 2001). A 

la différence des humulones, les propriétés anticancéreuses des lupulones n’ont jamais été 

étudiées, due à l’instabilité de ces molécules notamment à la lumière.  

Dans ce chapitre, notre but est d’évaluer les mécanismes anti-prolifératifs des 

lupulones sur une lignée cellulaire colique métastatique humaine, les cellules SW620 et 

d’évaluer leur potentiel anticancérogène dans les conditions in vivo. Nos résultats démontrent 

que les lupulones entraînent une apoptose des cellules SW620, en activant des voies de 

signalisation de mort cellulaire et que ces composés inhibent la formation de tumeurs 

colorectales dans un modèle expérimental de carcinogenèse colique. 
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3. Résultats : PUBLICATION n°1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Chemopreventive effects of lupulone, a hop β-acid, on human colon derived-metastatic 

SW620 cells and in rat model of colon carcinogenesis 

 

V Lamy, S Roussi, Mi Chaabi, F Gossé, N Schall, A Lobstein, F Raul.  

 

Carcinogenesis, 2007; 28:1575-1581 

 

Lien électronique sur le site de l’éditeur:  
http://carcin.oxfordjournals.org/cgi/reprint/28/7/1575 
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4. Conclusion 
 

Nos premiers résultats démontrent pour la première fois, le haut potentiel anti-

cancéreux des lupulones. En effet, les lupulones sont capables d’induire la mort cellulaire, en 

activant des voies de signalisation de mort impliquant les récepteurs Fas et TRAIL, sur les 

cellules coliques métastatiques SW620. Ces résultats sont d’autant plus intéressants que la 

lignée SW620 est résistante à TRAIL ligand. De plus, à faible dose (4 mg/kg/jour), les 

lupulones sont capables de réduire le nombre de tumeurs coliques chez les rats, montrant ainsi 

l’importance de leur utilisation pour des essais de prévention contre le cancer colorectal. 

 Ces observations suggèrent une étude plus précise du mécanisme de mort cellulaire 

induit par les lupulones au niveau des cellules métastatiques SW620 mais également au 

niveau des cellules primaires SW480, dont les cellules SW620 sont dérivées, afin de 

comprendre l’action des lupulones à différents stades du cancer du colon. Ces premiers 

résultats démontrent le haut potentiel chimiopréventif des lupulones, qui sont capables de 

surmonter la résistance à TRAIL ligand des cellules SW620 par l’activation des récepteurs de 

mort TRAIL, induisant ainsi la mort spécifique des cellules cancéreuses (Kelley et coll., 

2001). 
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CHAPITRE 2 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les lupulones activent différentes voies de mort cellulaire, impliquant les 

récepteurs apoptotiques de la voie TRAIL. 
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1. Résumé 

 

Cette étude a été réalisée dans le but de comparer les voies de mort activées par les 

lupulones dans les cellules coliques humaines primaires SW480 (sensibles à TRAIL) et dans 

les cellules métastatiques dérivées SW620 (résistantes à TRAIL). Les lupulones entraînent 

une surexpression des récepteurs DR4 et DR5 à la surface des cellules, pour les deux lignées 

en présence ou en absence de TRAIL ligand. La mort cellulaire induite par les lupulones est 

inhibée lorsque les récepteurs DR4 et DR5 sont bloqués. Pour les cellules SW480, les 

lupulones produisent la mort cellulaire à travers un lien entre la voie extrinsèque (DR4/DR5) 

et intrinsèque (mitochondrie) impliquant la caspase-8 et le clivage de la protéine Bid. Ce 

clivage provoque une perturbation de la mitochondrie, entraînant la surexpression de la 

protéine pro apoptotique Bax, qui va permettre la libération du cytochrome c et une activation 

des caspases -9 et -3. Une activation d’un inhibiteur naturel à l’apoptose, la protéine XIAP est 

observée, induisant l’inhibition d’une partie de la caspase-3 et pouvant expliquer la sensibilité 

plus faible des cellules SW480 aux lupulones. Pour les cellules métastatiques SW620, les 

lupulones restaurent leur sensibilité à TRAIL ligand et activent la voie de mort extrinsèque 

via les récepteurs DR4/DR5 et l’implication spécifique de la cascade d’activation caspase-

8/caspase-3. En effet, les lupulones induisent une augmentation de l’expression de la protéine 

anti-apoptotique Mcl-1 à la surface de la mitochondrie, entraînant sa stabilité. Le fait que les 

lupulones soient capables d’activer la voie de signalisation TRAIL, même dans les cellules 

résistantes, montre le haut potentiel de ces molécules pour la thérapie et la prévention du 

cancer colorectal. 
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2. Introduction 

 
TRAIL ligand est une molécule souvent étudié comme un agent anti-cancéreux, 

grâce à sa capacité d’induire la mort cellulaire des cellules cancéreuses sans effets toxiques 

sur les cellules normales (Kelley et coll, 2001 ; Almasan et coll, 2003). TRAIL ligand induit 

l’apoptose en se liant à ses deux récepteurs de mort DR4 et DR5. L’activation de ces 

récepteurs entraînent la formation d’homo complexes ou d’hétéro complexes pour le 

recrutement et l’activation du domaine de mort associé à Fas (FADD), qui est suivi par 

l’activation de caspases initiatrices (caspases -8, -9 et -10) et de la caspase effectrice -3, 

responsable de l’apoptose (Kischkel et coll, 2000 ; Belyanskaya et coll, 2008). 

Le processus d’apoptose implique deux voies de signalisations principales, une voie 

intrinsèque dépendante de la mitochondrie et une voie extrinsèque dépendante des récepteurs 

de mort (Falschlehner et coll, 2007). De plus, une interconnexion existe entre ces deux voies. 

En effet, l’activation de la caspase-8 par les récepteurs de mort, peut activer directement la 

caspase-3 et peut cliver la protéine Bid, une protéine appartenant la famille des protéines Bcl-

2. Bid tronquée va perturber la mitochondrie entraînant l’augmentation de l’expression de la 

protéine apoptotique Bax, la libération du cytochrome c dans le cytosol et l’activation de la 

caspase-9 puis de la caspase-3 (Sandra et coll, 2005 ; Shi et coll, 2008). La mitochondrie 

perturbée, peut également activer la production de stress oxydatif intracellulaire (ROS) 

pouvant causer des dommages à l’ADN ou à d’autres organites impliqués dans la mort 

cellulaire (Kim et coll, 2008b). 

Afin de découvrir précisément,  les mécanismes impliqués dans les effets pro 

apoptotiques, précédemment décrits, des lupulones, nous avons comparé les voies de 

signalisation induites par les lupulones, dans la lignée cellulaire colique humaine primaire 

SW480, sensible à TRAIL ligand et dans sa lignée métastatique dérivée SW620, résistante à 

TRAIL ligand. 
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3. Résultats : PUBLICATION n° 2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Lupulone, a hop bitter acid, activates different death pathways involving apoptotic 

TRAIL-receptors, in human colon tumor cells and in their derived metastatic cells. 

 

V Lamy, S Roussi, M Chaabi, F Gossé, A Lobstein, F Raul. 

 

 Apoptosis 2008 ; 13 : 1232-1242 

 

Lien électronique du sîte de l’éditeur : 

http://www.springerlink.com/content/g651g45g27p02515/fulltext.pdf 
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4. Résultats complémentaires 
 

4.1 Effets des lupulones sur l’expression des ARNm de DR4 et DR5 
 
Les lupulones sont capables d’induire une augmentation de l’expression protéique 

des récepteurs de mort DR4 et DR5 pour la lignée cellulaire primaire SW480, sensible à 

TRAIL mais également pour la lignée métastatique SW620, résistante à TRAIL. L’expression 

des ARNm de chaque récepteur a été mesurée par QRT-PCR, afin de déterminer si les 

lupulones sont capables d’induire l’activation de leur transcription. Après une extraction 

totale de l’ARN, le kit High-Capacity cDNA Archive kit (Applied Biosystems, Foster City, 

USA) est utilisé pour la transformation d’1 µg d’ARN en ADNc et la mesure de chaque gène 

sélectionné est déterminé avec l’utilisation de  TaqMan® Gene Expression assays (DR4, 

Hs00269492; DR5, Hs00366272; Applied Biosystems, Foster City, CA). La QRT-PCR est 

réalisée par la chimie Taqman®, avec le TaqMan® Universal PCR master mix et le logiciel 

de détection, ABI Prism 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems Sequence 

detector; Applied Biosystems, Foster City, USA). Les données sont analysées avec la 

méthode comparative de cycles seuil (CT).  

Les résultats obtenus sont représentés par la Figure 28. Une augmentation des 

transcrits DR4 et DR5 est observée uniquement pour les cellules SW620 de manière 

dépendante du temps. Les lupulones sont capables d’activer la transcription des gènes DR4 et 

DR5 uniquement pour les cellules métastatiques SW620. L’augmentation de l’expression 

protéique observée pour les cellules primaires SW480 est certainement due à des 

modifications post-transcriptionnelles. 
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Figure 28: Analyse de l'expression relative des ARNm de DR4 et DR5 après traitement 

aux lupulones. Les histogrammes représentent les changements observés par rapport 

aux cellules non traitées. Les données sont calculées à l’aide de la méthode comparative 

des cycles seuils (Livak et Schmittgen, 2001) et correspondent à la moyenne de trois 

expériences distinctes ± SE. Les colonnes ne portant pas les mêmes lettres diffèrent de 

manière significative : a≠b≠c≠d, P<0.05. 
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4.2. Détermination de l’expression des protéines Bcl2, Mcl-1 et Bax 

 

Comme nous l’avons décrit précédemment, les protéines de la famille Bcl-2 sont 

d’importants régulateurs de la réponse apoptotique en assurant notamment le contrôle de la 

perméabilité mitochondriale et de la libération d’agents apoptotiques par celle-ci. La 

surexpression de la protéine Bax, propoptotique est souvent liée à la disruption 

mitochondriale et à la libération du cytochrome c tandis que la surexpression des protéines 

Mcl-1 ou Bcl2, anti-apoptotiques, va conduire à une stabilisation de la membrane 

mitochondriale (Armstrong, 2006 ; Brunelle et Letai, 2009). Nous avons déterminé 

l’expression de ces trois protéines à la surface de la mitochondrie dans le but de comprendre 

l’implication de la mitochondrie dans la réponse apoptotique aux lupulones uniquement pour 

les cellules primaires SW480. L’expérience est réalisée selon le matériel et méthode décrit 

dans le chapitre 1. Les cellules sont analysées par cytométrie en flux et les résultats sont 

représentés sur la Figure 29. 

Les résultats observés pour les SW620 concernant les expressions de Bcl-2 et Bax 

sont en corrélation avec nos observations décrites dans le chapitre 1. En effet, les lupulones 

induisent une augmentation de l’expression de Bcl-2 et de Bax avec un ratio Bax/Bcl-2 égal à 

1. Toutefois nous observons une augmentation significative de l’expression d’une autre 

protéine anti-apoptotique Mcl-1 de manière dépendante du temps (2,6% des cellules contrôle 

exprimant Mcl-1 contre 62% des cellules traitées aux lupulones à 62h). Chez les cellules 

SW480, les lupulones induisent une augmentation significative de la protéine Bax uniquement 

(2,5% des cellules contrôle exprimant Bax contre 31% des cellules traitées aux lupulones à 

62h), entraînant la perturbation mitochondriale observée précédemment. Ces résultats 

suggèrent que la protéine anti-apoptotique Mcl-1 est un élément clé dans la stabilisation de la 

mitochondrie pour les cellules SW620, expliquant l’implication spécifique de celle-ci pour les  

cellules SW480. 
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Figure 29: Expression des protéines Bcl-2, Mcl-1 et Bax après traitement aux lupulones. 

L’augmentation de la fluorescence verte émise par le fluorochrome FITC est mesurée 

par cytomètrie en flux et les histogrammes représentent le pourcentage de cellules 

exprimant Bcl-2, Mcl-1 ou Bax (A) pour les cellules SW480 et (B) pour les cellules 

SW620. Les données traduisent la moyenne des valeurs ± SE de trois expériences 

différentes. A chaque période les colonnes ne portant pas les mêmes lettres différent 

significativement entre elles : a≠b≠c≠d, P< 0.05 
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4.3. Analyse de la fragmentation d’ADN induite par les lupulones  

 
La fragmentation de l’ADN est l’étape finale caractéristique de l’apoptose. Bien que 

nous ayons montré une activation de la caspase-3 dans les deux lignées cellulaires SW480 et 

SW620, nous avons mesuré la fragmentation de l’ADN par la méthode du TUNEL afin de 

confirmer l’apoptose induite par les lupulones. Les fragments d’ADN sont détectés par le 

cytomètre en flux grâce à l’utilisation du kit  TUNEL, Mebstain® Apoptosis Direct Kit (MBL 

International Corporation, Nagoya, Japan). 

 Les résultats obtenus sont représentés par la Figure 30. Les lupulones induisent une 

fragmentation de l’ADN après, 48 et 62h de traitement dans les deux lignées cellulaires. 

Toutefois une sensibilité plus grande des cellules SW620 est observée. 

 

 

 

 
Figure 30: Induction de la fragmentation d'ADN par les lupulones 

Les résultats sont exprimés en fonction du pourcentage de cellules ayant de l’ADN 

fragmenté. Les histogrammes sont le résultat de la moyenne de trois expériences +/- SE. 

Un test de student est réalisé, contrôle versus traités : * P< 0,05.  
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4.4 Etude d’un membre de la famille des inhibiteurs naturels de l’apoptose 

IAP : XIAP 

 

Les lupulones activent les voies extrinsèque et intrinsèque pour les cellules SW480 

et uniquement la voie extrinsèque pour les cellules SW620. Pourtant, une plus grande 

sensibilité aux lupulones est observée pour les cellules SW620, de même qu’une activité de la 

caspase-3 pratiquement similaire pour les deux lignées. La protéine XIAP est un membre de 

la famille des protéines inhibitrices de l’apoptose, les IAPs et peut inhiber l’activité de la 

caspase-3 (Dubrez-Daloz et coll., 2008 ; Resch et coll., 2008). Nous avons mesuré la présence 

de la protéine XIAP dans la fraction cytosolique pour chaque lignée cellulaire, à l’aide du kit 

XIAP ELISA kit (Calbiochem, Merckbiosciences, Allemagne). Les résultats sont illustrés par 

la Figure 31.  

Les lupulones induisent une augmentation de la protéine XIAP uniquement pour les 

cellules primaires SW480,  en fonction du temps. Ces résultats suggèrent que dans les 

SW480, la protéine XIAP est activée en réponse aux lupulones et inhibe une partie des 

caspases-3 actives, expliquant la sensibilité plus faible de ces cellules en dépit de l’activation 

des deux voies intrinsèque et extrinsèque. 



Résultats 

 

89 

 

 
 

Figure 31: Détection de la protéine XIAP en présence de lupulones. Les cellules sont 

traitées avec du DMSO 0,1% +/- lupulones (40µg/ml) pendant 24 et 48h. La mesure de la 

protéine XIAP est réalisée par la méthode ELISA. Les données sont indiquées en 

concentration de XIAP en ng/mg de protéines cytosoliques totales. Les histogrammes 

représentent la moyenne des valeurs +/- SE de trois expériences différentes. Lupulones 

versus contrôle : * P< 0,05   
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5. Conclusion 

 

Les lupulones sont capables d’induire l’apoptose, en activant l’expression des 

protéines des récepteurs de mort TRAIL, DR4 et DR5 à la surface des cellules. Cette 

activation a lieu aussi bien dans les lignées sensibles à TRAIL, les SW480 que dans les 

lignées résistantes à TRAIL, les SW620. Ces résultats démontrent le haut potentiel des 

lupulones comme agents anti-cancéreux contre le cancer du colon. Toutefois des différences 

sont observées dans les deux lignées, en effet cette activation semble être dépendante de la 

transcription dans les lignées métastatiques SW620  ce qui n’est pas le cas dans les cellules 

SW480. Notre prochain objectif sera donc, de découvrir quelles sont les voies activées par les 

lupulones à l’origine de la régulation des récepteurs DR4 et DR5.  

Cette étude nous montre également l’implication spécifique de la mitochondrie dans 

la lignée SW480. Pourtant, une plus grande sensibilité aux lupulones est observée dans les 

cellules SW620. Afin de mieux comprendre ces différences, nous nous sommes également 

intéressé à l’expression des protéines de la famille Bcl-2, dont les protéines anti-apoptotiques 

comme Bcl-2 ou Mcl-1 permettent une stabilisation de la mitochondrie tandis que les 

protéines anti-apoptotiques comme Bax, Bam ou Bid entraînent une perturbation de la 

mitochondrie se traduisant par la libération du cytochrome c (Armstrong et coll., 2006 ; 

Fernandez-Luna, 2008). Nos résultats montrent que la protéine Mcl-1 est un facteur clé dans 

la stabilisation de la mitochondrie pour les cellules SW620, expliquant l’activation spécifique 

de la voie extrinsèque. La différence de sensibilité entre les deux lignées aux lupulones peut 

s’expliquer par l’augmentation  spécifique pour les SW480 d’une protéine inhibitrice de la 

caspase-3, la protéine XIAP. Son activation inhibe une partie des caspases-3 actives, 

impliquant une mort cellulaire plus lente malgré l’activation des deux voies intrinsèque et 

extrinsèque. 

En conclusion, cette étude démontre que les lupulones peuvent être considérés 

comme des agents anti-cancéreux prometteurs. Ils induisent l’apoptose en impliquant la voie 

de signalisation à TRAIL dans les cellules coliques humaines primaires SW480 (sensibles à 

TRAIL) mais également dans les cellules métastatiques dérivées SW620 (résistantes à 

TRAIL). Ces résultats démontrent l’importance de leur utilisation dans la prévention et la 

thérapie du cancer colorectal. 
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CHAPITRE 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rôles de la protéine p53 mutée et du facteur de transcription NF-κB dans 

l’induction de la mort cellulaire par les lupulones. 
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1. Résumé 

 

Nous avons montré précédemment que les lupulones induisent l’apoptose dans les 

deux lignées par une activation de la voie de signalisation des récepteurs de mort de TRAIL, 

DR4 et DR5. Le but de cette étude est de déterminer l’implication de deux facteurs importants 

dans la régulation de l’apoptose lors de cette induction pour les lignées SW480 et SW620. La 

protéine p53 est un facteur de transcription qui joue un rôle central dans la réponse à 

différents stress cellulaires notamment par une activation de la transcription de gènes 

impliqués dans le contrôle de l’apoptose. La lignée cellulaire cancéreuse colique primaire 

SW480 et sa lignée dérivée métastatique SW620 présentent les mêmes mutations de la 

protéine p53. Ces mutations ne semblent pas affecter l’habilité de p53 à se fixer sur l’ADN. 

Les lupulones augmentent l’expression de p53 dans les deux lignées cellulaires et induisent 

son activation. Nous avons observé que les lupulones entraînent une augmentation des 

transcrits de p53 uniquement pour les cellules SW620. L’augmentation de l’expression de p53 

pour les cellules SW480 doit résulter de modifications post-transcriptionnelles. P53 présente 

une activité proapoptotique pour les cellules SW620 contrairement aux cellules SW480 où 

elle est anti-apoptotique et où les lupulones initient une translocation de  p53 du noyau vers le 

cytoplasme. Une inhibition des fonctions de p53 induit une augmentation significative de la 

mort cellulaire et une séquestration de celle-ci dans le noyau. Il est donc possible que pour les 

SW480,  p53 mutée soit capable de former des hétérocomplexes avec les protéines de la 

famille de Bcl-2 afin de les stabiliser et de protéger la mitochondrie et l’intégrité cellulaire. 

Un autre facteur important dans la régulation de l’apoptose est le facteur de transcription NF-

κB, qui joue un rôle important dans la survie cellulaire et l’initiation de la réaction 

inflammatoire. Nous avons observé que les lupulones induisent une translocation dans le 

noyau de NF-κB uniquement dans les cellules SW620. Pour ces dernières, une inhibition de 

NF-κB induit une nette augmentation de la mort cellulaire, démontrant que les cellules 

activent, en parallèle à l’initiation de la voie extrinsèque, une réponse de survie cellulaire. 
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2. Introduction 

 
La protéine p53 a un rôle central dans la réponse de nombreux stress cellulaires 

incluant par exemple les dommages à l’ADN. L’activation de p53 entraîne l’arrêt du cycle 

cellulaire, la sénescence ou encore l’apoptose (Meek, 1999). Cette protéine peut interagir 

comme un facteur de transcription et peut réguler celle de gènes impliqués dans le contrôle de 

la prolifération cellulaire ou de l’apoptose (Laptenko et Prives, 2006). De plus il a été 

récemment démontré que p53 est également capable de moduler la voie intrinsèque ou 

mitochondriale par des interactions avec les membres de la famille de Bcl-2 (Wolff et coll, 

2008). 

La plupart des cancers, comme le cancer colorectal, ont développé des mutations au 

niveau des gènes de p53, induisant des fonctions altérées de la protéine. La lignée cancéreuse 

colique humaine SW480 est dérivée d’un adénocarcinome primaire du colon obtenu d’un 

patient caucasien d’environ 50 ans et la lignée métastatique SW620 est dérivée de métastases 

situées au niveau d’un ganglion lymphatique du même patient. De ce fait, ces deux lignées 

représentent un modèle de la progression du cancer colorectal in vitro intéressant (Hewitt et 

coll, 2000). Les deux lignées présentent des mutations du gène de p53 avec une guanosine à la 

place d’une adénosine sur le codon 273 et une cytosine à la place d’une thymidine sur le 

codon 309 entraînant une substitution d’une arginine en histidine et d’une proline en serine 

sur la protéine p53 (Huerta et coll, 2007). En dépit de ces mutations et en fonction de la nature 

du stress cellulaire,  p53 peut garder sa capacité à induire les mécanismes de réparation de 

l’ADN, l’arrêt du cycle cellulaire ou encore l’apoptose (Rochette et coll, 2005). 

Le facteur de transcription NF-κB  est également un facteur majeur dans la 

régulation de l’apoptose. En effet, il joue un rôle central notamment dans la survie cellulaire 

et l’initiation de la réaction inflammatoire. Il peut réguler l’expression de protéines anti-

apoptotiques comme les protéines de la famille Bcl-2 tels que Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1 (Sethi et 

coll., 2008). Il a également été démontré que les protéines de la famille des inhibiteurs 

naturels de l’apoptose comme la protéine XIAP ou les cIAP 1 et 2 modulent et sont modulées 

par l’activation du facteur NF-κB pour engendrer les voies de signalisation de survie 

cellulaire (Gyrd-Hansen et coll., 2008 ; Mattson et Meffert, 2006). La famille NF-κB est 

composée de 5 membres ; p50, p52, RelA (p65), RelB et c-Rel. Tous ces membres 

contiennent un domaine homologue Rel (RHD), sur lequel se trouve le signal de localisation 

nucléaire (NLS). Ce même domaine est impliqué dans la fixation de NF-κB à l’ADN et à la 
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fixation de sa protéine inhibitrice IκB dans les cellules normales. La famille IκB est composée 

de 7 membres ; IκB-α / β / γ / ε / ζ, IκBNS et Bcl-3.  Trois d’entre eux, IκB- ζ, IκBNS et Bcl-3 

sont localisés dans le noyau et régule la transcription en inhibant NF-κB dans le noyau. Les 

autres sont cytosoliques et forment un complexe avec NF-κB empêchant sa translocation dans 

le noyau (Inoue et coll., 2007). Un signal de stress peut entraîner la dissociation du complexe 

NF-κB avec IκB et induire l’activation et la translocation de NF-κB dans le noyau et donc 

l’activation de voies de survie cellulaire ainsi qu’une réponse inflammatoire.  

Les lupulones, acides amers du houblon (Humulus lupulus L.) sont une mixture 

d’isomères n-, co- et ad-lupulones. Nous avons démontré précédemment que les lupulones 

induisent l’apoptose dans les lignées SW480 et SW620 par l’activation de la voie de 

signalisation des récepteurs de mort cellulaire à TRAIL. Chez les cellules SW480, les 

lupulones induisent une connexion entre les voies extrinsèque et intrinsèque, impliquant 

l’altération de la mitochondrie. Dans les cellules métastatiques SW620, les lupulones initient 

l’apoptose par une activation de la voie extrinsèque uniquement.  

Afin de pouvoir mieux comprendre les mécanismes moléculaires activés par les 

lupulones en particulier  pour les cellules SW620 résistantes à TRAIL et l’implication 

spécifique de la mitochondrie chez les SW480, nous avons évalué dans un premier temps les 

effets des lupulones sur la transcription et l’expression de la protéine p53 dans les deux 

lignées. En effet, l’activation de p53 peut réguler la transcription des gènes de DR4, DR5 

et/ou des membres de la famille de  Bcl-2 comme Bcl-2 ou Bax. De plus, par des mécanismes 

indépendants de la transcription, p53 peut être transférée du noyau vers la mitochondrie, où 

elle peut interagir avec Bax, Bcl-2 et induire la libération du cytochrome c (Mihara et coll, 

2003).  

Dans un deuxième temps nous avons également évalué les effets des lupulones sur 

l’activation et la translocation dans le noyau du facteur de survie NF-κB dans les deux 

lignées. Son initiation pourrait moduler des facteurs anti-apoptotiques et entraîner une réponse 

de survie aux lupulones dans les deux lignées. 
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Abstract 
 
Introduction/objectives: The p53 protein plays a central role in response to different cellular 

stresses by up-regulating the transcription of several implicated in the control of apoptosis. 

The SW480 cell line is derived from a human colon adenocarcinoma and the SW620 cell line 

from a lymph node metastasis of the same patient. Both cell lines exhibit the same p53 

mutations which do not affect p53 DNA binding ability. Here, we aimed to compare the 

involvement of mutated-p53 protein on lupulone-triggered apoptosis. 

Methods and results: We used flow cytometry analyses, Western blotting and real-time reverse 

transcriptase polymerase chain reaction studies. Up-regulation and activation of p53 protein 

by lupulone was observed in both cell lines. However, lupulone-treated SW620 cells 

exhibited an important up-regulation of p53 transcripts and such an effect was not observed 

for SW480 cells where the increase of p53 expression resulted from a post-transcriptional 

regulation. In SW620 cells treated with lupulone, p53 showed pro-apoptotic activity. In 

SW480 cells, lupulone initiated a translocation of p53 from nucleus to cytoplasm. The 

inhibition of p53 functions by pifithrin in these cells induced a significant increase of cell 

death after lupulone treatment, a sequestration of p53 in the nucleus and the drop of 

mitochondrial anti-apoptotique Bcl-2 and Mcl-1 protein expression. 

Conclusions: Our data suggest that p53 plays a pro-apoptotic role in the metastatic SW620 

cells. On the opposite in SW480 cells, p53 seems to favour cell survival. This report support 

different functions of mutated p53 in cancer cells depending on cell type and death signals.  
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Introduction 

 
The p53 protein plays a central role in response to a wide range of cellular stresses including 

DNA damage. Activated p53 leads to cell cycle arrest, cell senescence or apoptosis [1]. This 

protein can interact like a transcriptional factor and up-regulate the transcription of several 

genes implicated in the control of cell proliferation or apoptosis [2]. However, it was recently 

reported that p53 protein was also able to modulate the intrinsic mitochondrial apoptotic 

pathway via interactions with members of the Bcl-2 family [3,4].  

Most human cancers, including colon cancer, exhibit mutations of the p53 gene and 

altered protein function. The SW480 cell line is derived from a primary colon 

adenocarcinoma obtained from a 50-y-old Caucasian male, and the SW620 cell line from a 

lymph node metastasis of the same patient. Therefore, these two related cell lines represent an 

interesting in vitro model of the progression of colon cancer from a primary tumour to its 

metastatic spreading [5]. Both cell lines exhibit a mutated p53 gene with a guanosine to an 

adenosine mutation at codon 273 and a cytosine to thymidine mutation at codon 309 resulting 

respectively in arginine to histidine and in a proline to serine substitution in the p53 protein 

[6]. It was reported that despite these mutations and depending on the cellular stress, p53 

protein may retain its ability to induce DNA repair mechanisms, cell cycle arrest and 

apoptosis [7,8]. 

Lupulone, a bitter acid of hops (Humulus lupulus L.) consists of a mixture of the isomers 

n-, co- and ad-lupulones. We have previously shown that lupulone induces apoptosis in 

SW480 and SW620 cells by activating TRAIL death receptor signaling pathways. In SW480 

cells, lupulone induced a cross-talk between the extrinsic and intrinsic apoptotic pathways 

involving mitochondria alterations. In the metastatic SW620 cells, lupulone induced an 

activation of the extrinsic apoptotic pathway via TRAIL death-receptor activation [9]. In order 
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to gain more insight into the molecular mechanisms triggered by lupulone, particularly in 

TRAIL-resistant SW620 cells and in the mitochondria implication observed only in SW480 

cells, we aimed to investigate the effects of lupulone on p53 mRNA and protein expression in 

both cell lines. Indeed, activation of p53 may regulate DR4, DR5 TRAIL-death receptor 

and/or Bcl-2 family member expression like Bcl-2 or Bax. Moreover, by transcription-

independent mechanisms, p53 protein may be translocated into the mitochondria, where it 

may interact with Bax, Bcl-2 or Bcl-XL and induce the release of cytochrome c [10,11]. In the 

present report we demonstrate that p53 involvement in lupulone-induced apoptosis was the 

opposite in SW480 cells versus SW620 cells. Our data support the view that the role of 

mutated p53 protein should be interpreted very cautiously and was dependent on the cancer 

cell type and the nature of the cellular stress [3].  

 

Materials and methods 
 
Materials 

Lupulone was obtained from an industrial by-product (Brasseries Kronenbourg, Strasbourg, 

France) and was isolated following the procedure described previously [12]. RT-PCR was 

performed by using differents kits; RNeasy Mini kit, High-Capacity cDNA Archive kit, 

TaqMan Gene expression for primer of p53, TaqMan Universal PCR master mix and ABI 

Prism 7500 Sequence Detection System, which were obtained from Applied Biosystems 

(Foster City, USA). Primary antibodies to p53, DR4 and DR5 were obtained from Alexis 

Biochemicals (Lausen, Schwitzerland); primary antibodies to phospho-p53 (Ser 15) and 

phopho-p53 (Ser 492) were obtained from Abcam (Paris, France); antibody to p53 

conjugated-FITC, used for p53 detection by flow cytometry, and the p53 chemical inhibitor 

pifithrin-α were obtained from Calbiochem, Merck Chemicals (Darmstadt, Germany); 
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antibodies to Bcl-2 conjugated-FITC, primary antibodies to Mcl-1 and Bax were obtained 

from BD Biosciences (Erembodegem, Belgium).  

 

Cell culture 

SW480 and SW620 cells were obtained from the European Collection of Animals Cell 

Culture (Salisbury, UK). They were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM) containing 25 mM glucose and supplemented with 10 % heat-inactivated (56°C) 

horse serum, 100 U/ml penicillin, 100 µg/ml streptomycin and 1 % non-essential amino acids 

(Invitrogen Corp., Cergy Pontoise, France) and kept at 37°C in a humidified atmosphere with 

5 % CO2. For experiments, after trypsinization (0.5 % trypsin/2.6 mM ethylenediamine 

tetraacetic acid), cells were seeded at 1 x 106 cells in culture dishes (100 mm internal 

diameter). The culture medium was DMEM supplemented with 3% heat-inactivated  horse 

serum, 100 U/ml penicillin, 100 µg/ml streptomycin, 5 µg/ml transferrin, 5 ng/ml selenium, 

10 µg/ml insulin and 1 % non-essential amino acids  (Invitrogen Corp., Cergy Pontoise, 

France). 

 

Analysis of p53 mRNA level by RT-PCR 

To determine expression of p53 mRNA, an extraction of total RNA and analysis by RT-PCR 

were performed. Total RNA was extracted using the RNeasy Mini kit (QIAGEN, VWR, 

Copenhagen, Denmark) following manufacter’s instructions. The High-Capacity cDNA 

Archive kit (Applied Biosystems, Foster City, USA) was used to reverse transcribe RNA (1 

µg) in 20 µl of reaction mix and the measurements of the transcription levels of the selected 

genes were performed with TaqMan Gene Expression assays (protein p53, Hs00153349; 

Applied Biosystems, Foster City, USA). Actin beta was assigned as an endogenous control 

(cat n° Hs99999903; Applied Biosystems, Foster City, USA). Real time RT-PCR was 
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performed with TapMan Universal PCR master mix and ABI Prism 7500 Sequence Detection 

System (Applied Biosystems Sequence detector; Applied Biosystems, Foster City, USA) in 

triplicate wells. The data were analyzed with a comparative threshold cycle (∆CT) method. 

This method consist to determine the values of ∆cycle threshold (∆Ct) by normalizing the 

average Ct value of each treatment with value of each opposite endogenous control (β-actin). 

Then, calculation of 2-∆∆Ct of each treatment and statistical analysis were performed as 

described by Livak and Schmittgen [13]. 

 

Detection of p53 expression in cells by flow cytometry 

Cells were treated with lupulone (40µg/ml) and harvested by trypsinization at 24 and 48 h. 

Cell pellets were washed with phosphate saline buffer (PBS) and were fixed with a solution of 

PBS containing 4% paraformaldehyde (PFA) during 1h at 4°C in the dark. Cell pellets were 

washed with a solution of PBS/BSA 0,2 % / Tween 0,5 % and were incubated with FITC-

conjugated mouse anti-human p53 antibody (Calbiochem; Merck Chemicals, France) or 

FITC-conjugated mouse IgG1 monoclonal isotype control antibody (BD Biosciences, 

Erembodegem, Belgium) for 1 h at 4°C in the dark. After washing with the solution of PBS / 

BSA 0,2 % / Tween 0,5 %, cells were re-suspended in PBS (37°C) and the fluorescence (515 

nm) of 10.000 events per sample were analyzed by FACScan and CellQuest Software (BD 

Biosciences, Belgium). 

 

Detection of p53 protein expression by Western blotting 

Cells (8 x 106) were treated with PFT-α (30µM) and/or lupulone (40µg/mL) and harvested at 

24 and 48 h. Nuclear, mitochondrial and cytosolic fractions were isolated from cells using the 

Nuclear Extract Kit and Mitochondrial Fractionation Kit (ActiveMotif Europe, Rixensart, 
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Belgium), and the protein content of each fraction, was measured with the Lowry method. 

Western blotting analysis was performed as previously described [9] with a protein load of 50 

µg. 

 

Cell death analysis after p53 inhibition 
 
SW480 or SW620 cells (1 x 106) were seeded in culture dishes and pre-treated with a p53 

inhibitor, pifithrin-α (30 µM) (Merck Chemicals, Darmstadt, Germany) 1 h before lupulone 

treatment (40µg/ml). Cells were harvested by trypsinization at 24 and 48 h, washed with PBS, 

centrifuged and fixed with 1ml methanol:PBS (9:1 v/v) during 1-3 h at -20°C. Cells were 

washed twice in  PBS and re-suspended in 200 µl PBS containing 0,25 µg/ml RNase A and 

0,1 mg/ml propidium iodide (Sigma Aldrich, Munchen, Germany). After incubation in the 

dark at 37°C for 30 min, the fluorescence of cells (10.000 events) was analyzed by flow 

cytometry and CellQuest software (FACScan, BDBiosciences, Erembodegem, Belgium). 

 

Expression of TRAIL receptors DR4 and DR5 after p53 inhibition 

Cells were pre-treated 1 h with pifithrin-α at 30µM and treated with lupulone (40µg/ml) for 

24 and 48 h. After trypsinization, cell pellets were washed with PBS and incubated with 

monoclonal mouse anti-human antibodies TRAIL-R1 (DR4) (1:100) or TRAIL-R2 (DR5) 

(1:100) (Alexis Biochemicals, Lausen, Switzerland) for 30 min at 4°C. Cells were washed 

twice with PBS and incubated with FITC-conjugated goat anti-mouse IgG1 antibody (1:50) 

(AbD Serotec, Düsseldorf, Germany) or with FITC-conjugated mouse IgG1 monoclonal 

isotype control antibody (1:50) (BD Biosciences, Erembodegem, Belgium) for 30 min at 4°C 

in the dark. After washing with PBS, cells were re-suspended in PBS and the fluorescence of 

10.000 events per sample (515 nm) was analysed by FACScan and CellQuest software 

(FACScan, BDBiosciences, Erembodegem, Belgium). 
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Expression of Bcl-2, Mcl-1 and Bax proteins after p53 inhibition 

SW480 cells were pre-treated 1 h with pifithrin-α at 30µM and treated with lupulone (40 

µg/ml) for 24 and 48 h. Cells were harvested by trypsinization and proceeded for the fixation 

(PBS/PFA 4%) and permeabilization (PBS/BSA 0,2 % / Tween 0,5 %) step. For Bcl-2 protein 

detection, cells were labelled directly with 20 µl FITC-conjugated mouse anti-human Bcl-2 

monoclonal antibody or FITC-conjugated mouse IgG1 monoclonal Isotype control antibody 

(BD Biosciences, Erembodegem, Belgium) for 30 min at 4)C in the dark. For Mcl-1 and Bax 

detection, cells were incubated with rabbit anti-human Bax polyclonal antibody or rabbit anti-

human Mcl-1 polyclonal antibody (1:100) (BD Biosciences, Erembodegem, Belgium) for 30 

min at 4°C. After washing twice, FITC-conjugated swine anti-rabbit F(ab’)2/FITC antibody 

was added (1:10) (Abcam, Paris, France) for 30 min at 4°C in the dark. After washing twice 

in permeabilization buffer, the fluorescence of 10,000 cells were analysed using FACScan 

flow cytometer and CellQuest software (FACScan, BD Biosciences, Erembodegem, 

Belgium). 

 

Statistical analysis 

All data were presented as mean ± standard error (SE) from three independent experiments. 

Significant differences between control and treated groups were evaluated by one-way 

ANOVA analysis, Student's t-test or the Student-Neuman-Keuls multiple comparison test was 

used to determine the significance of statistical differences between data.  
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Results 

 

Expression of p53 mRNA and protein after lupulone treatment 

We reported previously that lupulone activated apoptosis in SW480 and SW620 cells through 

TRAIL death receptor signaling pathways, with a specific activation of the intrinsic 

mitochondrial pathway in SW480 cells [9]. In order to gain more insight into these processes 

p53 mRNA and protein expressions were assessed using real time PCR and flow cytometry. 

 The p53 mRNA expression increased significantly in SW620 cells after lupulone 

treatment in a time-dependent manner: a 2 fold increase in the amount of p53 mRNA was 

observed at 24 h and reached 7 fold at 48 h relative to untreated control cells (Fig. 1A). In 

lupulone-treated SW480 cells, the amount of p53 transcripts was significantly lower when 

compared with the level detected in SW620 cells and increased only marginally with time 

during lupulone treatment. However, a time-dependent increase of p53 protein expression was 

observed after lupulone treatment in both SW620 and SW480 cell lines (Fig. 1B). These data 

suggested that in SW620 cells, p53 expression was regulated at the transcriptional level, 

whereas in SW480 cells the increase of p53 expression did not result from an up-regulation of 

p53 gene transcription, but to post-transcriptional events. Nevertheless, it was clear that in 

both cell lines, lupulone was able to significantly enhance p53 protein expression. 
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Figure 1. Expression of p53 mRNA and protein in SW480 and SW620 cells. Cells were 

treated with DMSO 0.1% +/- lupulone (40 µg/ml) for 24 and 48 h. (A) Real-time quantitative 

measurement of p53 mRNA levels represented as the fold change over untreated cells. Data 

are calculated with the comparative cycle threshold method [13] and correspond to the mean 

value ± SE, n = 3. Columns not sharing the same superscript letter differ significantly: a≠b≠c  

P < 0.05. (B) Determination of p53 protein expression by flow cytometry. At each time point, 

cells were harvested and stained with FITC-conjugated anti-human p53 antibody. Increased 

green fluorescence was measured by flow cytometry and data are represented by histograms 

as the percent of cells expressing p53 protein. Data are the mean value ± SE of at the least 

three separate experiments. Columns not sharing the same superscript letter differ 

significantly: a≠b≠c≠d P < 0.05. 
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Activation of the p53 protein after lupulone treatment 

Active p53 proteins are characterized by phosphorylation at specific sites like at serine-15 or 

serine-392 [14, 15]. Using Western blotting, we measured the amount of total p53 proteins 

and phosphorylated p53 proteins at serine-15 and serine-392 after 24 and 48h of lupulone 

treatment (Fig. 2). 

In both cell lines, we observed a strong increase of the phosphorylated p53 protein at ser-

392 in time-dependent manner as well as an increase in the amount of total p53 proteins (Fig. 

2). Concerning the phosphorylated p53 protein at serine-15, lupulone induced an important 

increase after 48h of treatment in SW620 cells while this increase was weaker in SW480 

cells. These results showed that lupulone enhanced p53 protein expression and induced it 

activation after 24h of lupulone treatment. 

 

 

Figure 2. Effect of lupulone on the protein levels of total p53 and of phophorylated 

(phospho-)p53. The amount of total p53 protein, phospho-p53 (Ser-392) and phospho-p53 

(Ser-15), was analyzed by Western blotting and corresponded to a band of 53 kD. ß–actin was 

used as an internal control. Determination of p53 protein amounts was assessed after protein 

extraction from SW620 and SW480 cells after 24 and 48h of lupulone treatment. Data are 

representative of at least three independent experiments. The numbers at the bottom of each 

lane indicate the fold increase relative to the untreated control. 
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Intracellular localization of the p53 protein in SW480 and SW620 cells 

Drugs may cause a stress signal which favour the activation and the translocation of p53 from 

nucleus to cytosol and mitochondria by transcription-independent mechanisms, and cause 

mitochondrial perturbations leading to the release of cytochrome c [4]. Using Western 

blotting, we compared the amount of p53 present in nucleus, cytosol and mitochondria after 

lupulone treatment (Fig. 3). 

 We observed that after 48 h of lupulone treatment, the amount of p53 was increased in 

the nucleus of both cell lines (Fig. 3A). In lupulone-treated SW480 cells, an accumulation of 

p53 in the cytosol and mitochondria was observed, such effects were not found in the SW620 

cells where p53 was retained in the nucleus (Fig. 3B, C). These data indicate that in SW480 

cells but not in SW620 cells, lupulone treatment favoured a translocation of p53 protein from 

nucleus to the cytoplasm.  
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 Figure 3. Intracellular localization of p53 protein in SW480 and SW620 cells. The 

amount of p53 protein was analyzed by Western blotting and corresponded to a band of 53 

kD. ß–actin was used as an internal control. Determination of amount of p53 protein was 

measured in (A) the nucleus fraction, (B) the cytosolic fraction, and (C) in the mitochondria 

fraction of SW620 and SW480 cells after 48 h of lupulone treatment. Data are representative 

of at least three independent experiments. The numbers at the bottom of each lane indicate the 

fold increase relative to the untreated control. 

 

 

Effect of p53 inhibition on SW480 and SW620 cell death 

In order to determine the role of p53 in lupulone-triggered apoptosis, cells were treated with 

pifithrin-α (PFT-α, 30 µM), a reversible inhibitor of p53-responsive genes which blocks p53-

mediated apoptosis [16,17]. Cells were exposed to the inhibitor 1 h before lupulone (40µg/ml) 

treatment. The amount of dead or dying hypodiploid cells were determined with propidium 

iodide by flow cytometry, and these cells were detected in the Sub G0/G1 region [18,19].  



Résultats 

 

109 

In SW620 cells, PFT-α caused a slight but significant (P < 0.05) diminution of cell death 

after lupulone treatment (Fig. 4). Surprisingly, in lupulone-treated SW480 cells exposed to the 

p53 inhibitor a hudge increase in the amount of hypodiploid cells was observed. Indeed, after 

48 h of treatment with lupulone + PFT-α the percentage of cells in the SubG0/G1 region was 

increased by +40% relative to SW480 cells treated with lupulone used as a single drug (Fig. 

4). Our data strongly suggest that p53 may act like an anti-apoptotic factor in lupulone-treated 

SW480 cells, and such an effect was not observed in the metastatic SW620 cells. 

 

 

Figure 4. Effect of p53 inhibition on cellular death. Cells were pre-treated with p53 

inhibitor, pifithrin-α (PFT-α, 30 µM), 1 h before lupulone treatment (40 µg/ml) for 24 and 48 

h. At each time point, cells were harvested, stained with propidium iodide and analysed by 

flow cytometry. The percentage of hypodiploid cells present in the subG0/G1 region is 

represented as histograms and corresponds to the mean value ± SE of at the least three 

separate experiments. For each cell line, columns not sharing the same superscript letter differ 

significantly, a≠b≠c≠d≠e P < 0.05.  
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PFT-α prevented p53 translocation in SW480 cells 

PFT-α is an inhibitor of p53 transcriptional activity and has been reported to block p53 

translocation from nucleus to cytosol through a transcription-independent manner [20]. Using 

western blotting, we compared the amount of p53 present in nucleus and cytosol, after pre-

treatment with PFT-α(30 µM) in lupulone-treated SW480 cells. 

PFT-α induced an accumulation of p53 in the nucleus of lupulone-treated cells associated 

with a reduced amount of p53 in the cytosolic fraction (Fig. 5A). These data demonstrated 

that PFT-α prevented the translocation of p53 from nucleus to cytosol in lupulone-treated 

SW480 cells. 

 

Effect of p53 inhibition on the expression of Bcl-2 family members in SW480 cells 

It has been reported that, by a transcription –independent manner and after translocation from 

nucleus to the cytosol or mitochondria, p53 can form heterocomplexes with Bcl-2 or Mcl-1 

leading to the activation of Bax, inducing mitochondria disruption [4,10]. Using flow 

cytometry, Bcl-2, Mcl-1 and Bax expression were measured after p53 inhibition by PFT-α in 

lupulone-treated SW480 cells (Fig. 5B). 

We observed that lupulone treatment induced a significant increase of Bax protein in a 

time-dependent manner, leading to the disruption of mitochondria observed previously [9]. 

P53 inhibition induced an increase of Bax protein and a diminution of Bcl-2 and Mcl-1 

expression (10% of cells expressing Bcl-2 after lupulone vs 5% after PFT-α ; 13% of cells 

expressing Mcl-1 after lupulone vs 6% after PFT-α and 30% of cells expressing Bax after 

lupulone vs 45% after PFT-α) (Fig.5 B). These results suggested that in SW480 cells, mutated 

p53 might interact with Bcl-2 and Mcl-1 in order to protect mitochondria.   
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Figure 5.  Effect of PFT-α on p53 translocation and Bcl-2, Mcl-1, Bax expression in 

SW480 cells. Cells were pre-treated with p53 inhibitor, pifithrin-α (PFT-α, 30 µM), 1 h 

before lupulone treatment (40 µg/ml) for 24 and 48 h. (A) inhibition of p53 translocation by 

PFT-α. The amount of p53 protein was analyzed by Western blotting and corresponded to a 

band of 53 kD. ß–actin was used as an internal control. The amount of p53 protein was 

determined, in the nucleus fraction and in the cytosolic fraction of SW480 cells after lupulone 

treatment for 48h. Data are representative of at least three independent experiments. The 

number at the bottom of each lane indicates the fold increase relative to the untreated control. 

(B) Expression of Bcl-2, Mcl-1 and Bax proteins. At each time point, cells were harvested, 

fixed and permeabilized. After washing, cells were incubated with appropriate antibody (see 

Material and methods). Increased green fluorescence was measured by flow cytometry and 

data are represented by histograms as the percentage of cells expressing Bcl-2, Mcl-1 or Bax 

proteins. Data are the mean value ± SE of at the least three separate experiments. At each time 

period (24 or 48 h) columns not sharing the same superscript letter differ significantly: 

a≠b≠c≠d≠e or a'≠b'≠c'≠d'≠e'≠f’≠g’ P < 0.05. 
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Regulation of TRAIL death receptors expression by p53 

DR4 and DR5 expression were measured at the surface of cell membrane after inhibition of 

p53 functions by PFT-α in lupulone-treated SW620 and SW480 cells. Up-regulation of 

TRAIL-death receptors by p53 and more specifically of DR5 expression has been reported 

during the activation of apoptosis [21, 22]. 

In lupulone-treated SW620 cells, p53 inhibition by PFT-α caused a significant reduction 

of DR5 receptor expression, DR4 expression was only slightly affected (Fig. 6A). These data 

suggested that in SW620 cells p53 seemed to act as a pro-apoptotic regulator by enhancing 

DR5 expression in response to lupulone treatment. Moreover, the specific regulation of DR5 

expression by p53 without affecting DR4 death receptor may explain the limited decrease of 

cell death observed after p53 inhibition. On the contrary in lupulone-treated SW480 cells, the 

inhibition of p53 induced a slight but significant increase of both DR4 and DR5 expression 

(Fig. 6B). These data also support the view that in SW480 cells p53 may play the role of an 

anti-apoptotic factor.  
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Figure 6. Analysis of DR4/DR5 receptor expression after p53 inhibition. Cells were pre-

treated with p53 inhibitor, pifithrin-α (PFT-α, 30 µM), 1 h before lupulone treatment (40 

µg/ml) for 24 and 48 h. At each time point, cells were harvested, stained with monoclonal 

antibodies against TRAIL DR4 or DR5 receptor and after washing with FITC-conjugated goat 

anti-mouse IgG1 antibody. Increased green fluorescence was measured by flow cytometry 

and data are represented by histograms as the percentage of cells expressing DR4 or DR5 

receptors (A) in SW620 cells and (B) in SW480 cells. Data are the mean value ± SE of at the 

least three separate experiments. At each time period (24 or 48 h) columns not sharing the 

same superscript letter differ significantly: a≠b≠c≠d≠e or a'≠b'≠c'≠d'≠e' P < 0.05. 
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Discussion 

After cell exposure to drugs initiating a stress signal, it was reported that p53 may activate 

different cellular responses, including DNA repair, cell cycle arrest or apoptosis [23, 24]. In 

the SW480 cells obtained from a human colon adenocarcinoma, and in the derived-metastatic 

SW620 cells, p53 is mutated with the same mutations in codon 273 and codon 309 resulting 

in substitutions of an arginine to histidine and a proline to serine at the level of  the p53 

protein [6]. In spite of these mutations, p53 can be active in these cell lines and induce cell 

growth or apoptosis [6, 25].  

In both SW480 and SW620 cells we observed an up-regulation of p53 mRNA and 

protein by lupulone when compared with untreated cells. However the amount of p53 

transcripts was far lower in SW480 cells as compared with the amount detected in SW620 

cells. In the latter, p53 was regulated at the transcriptional level whereas in SW480 cells the 

increase in p53 expression resulted from a post-transcriptional regulation. We showed that 

p53 was phosphorylated at serine-392 in both cell lines but the phosphorylation of serine-15 

was strongly increased in SW620 cells but not in SW480 cells after treatment with lupulone. 

Thus, the phosphorylation at serine-15 induced by lupulone may prevent the translocation of 

p53 from nucleus to the cytoplasm. Indeed, several studies showed that phosphorylation at 

serine-15 prevented p53 from being exported from the nucleus and stimulated p53 

transcriptional activity through the increased association with p300 coactivator [26,27]. 

 In SW620 cells, lupulone induced apoptosis by the activation of the extrinsic pathway via 

TRAIL death receptors DR4 and DR5 [9]. In these cells, we showed that the enhanced 

expression of p53 mRNA and protein observed after 48h of lupulone treatment was localized 

in the nucleus. The inhibition of p53 functions by PFT-α, an inhibitor of p53-mediated 

transcription blocking p53-related apoptosis [16, 17], caused a small reduction of cell death. 

In order to determine the possible involvement of p53 in lupulone-triggered cell death, we 
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measured the expression of TRAIL-death receptors, DR4 and DR5 since it was  shown that 

targets genes of p53 are associated with growth control and cell cycle checkpoint (GADD45, 

WIP1, MDM2, EGFR…) but also with apoptosis (BAX, BCL-XL, FAS1, FASL and DR5) [21]. 

Our data showed that p53 up-regulated the expression of TRAIL DR5 death receptor in 

SW620 cells, but DR4 expression remained unaffected and this may explain the observed 

limited decrease of lupulone-induced cell death after p53 inhibition by PFT-α. Thus, in 

SW620 cells, active mutated-p53 played rather a pro-apoptotic role in cell death induction. 

After 48h of lupulone treatment, the amount of p53 transcripts and of phosphorylated p53 

proteins as well as total p53 proteins were significantly enhanced, p53 was retained in the 

nucleus where it may regulate target genes like DR5, in order to amplify the apoptotic 

response.  

We have previously reported that lupulone induced a cross-talk between extrinsic and 

intrinsic pathways in SW480 cells, with activation of DR4 and DR5 receptors, Bid protein 

cleavage, mitochondria disruption and release of cytochrome c [9]. Here, we report in 

opposite to SW620 cells, that the level of p53 mRNA remained low in lupulone-treated 

SW480 cells. Lupulone induced an activation of mutated-p53 protein and a time-dependent 

accumulation in the nucleus, but also in cytosol and mitochondria. It has been reported that by 

a transcription-independent manner, p53 protein can be translocated from the nucleus to the 

cytosol or mitochondria and can form protein heterocomplexes with Bcl-XL, Bcl-2 or Mcl-1 

leading to the activation of Bax or Bad with consequently mitochondria disruption and the 

release of cytochrome c [4, 10, 11, 28]. Thus, the p53 protein translocation observed in 

SW480 cells may participate to the mitochondrial alterations observed in lupulone-treated 

SW480 cells. Surprisingly, inhibition of p53 by PFT-α induced a significant increase of cell 

death after lupulone treatment. Furthermore, p53 inhibition up-regulated significantly the 

expression of DR4 and DR5 receptors at the cell surface. These data suggest that in SW480 



Résultats 

 

116 

cells treated by lupulone, p53 may play an important anti-apoptotic role. The apparent 

paradoxical finding that PFT-α increases rather than suppresses apoptosis induced by 

lupulone in SW480 cells suggested that the main consequence of p53-induced gene 

transcription was to up-regulate the expression of genes whose products block the pro-

apoptotic signaling pathways. Therefore a selective blockade of p53-mediated transcription 

by PFT-α would increase rather than suppress cell death [29]. However the present study is in 

favour of another mechanism since the inhibition of p53 function by PFT-α  in lupulone-

treated SW480 cells caused an accumulation of p53 protein in the nucleus and a correlated 

reduced amount in the cytosol, confirming the ability of PFT-α to prevent the translocation of 

p53 from nucleus to cytosol [20, 30]. In lupulone-treated SW480 cells, p53 was weakly 

phosphorylated at the level of serine-15 allowing the observed translocation of p53 into the 

cytoplasm where p53 might interact with mitochondrial proteins exerting a protective effect 

on mitochondria function since we showed that the p53 inhibitor PFT-α enhanced the 

apoptotic response induced by lupulone. 

 Considering our present data it may be hypothesized that p53 carries mutations which do 

not affect p53 capacity to bind to DNA [7] but may stabilize Bcl-2 or Bcl-XL through the 

formation of heterocomplexes between p53 and mitochondrial proteins favouring 

mitochondria protection and not its disruption. As a consequence PFT-α by causing a 

sequestration of p53 into the nucleus may prevent the formation of these heterocomplexes and 

favour the observed activation of apoptosis. This is supported by the observed increase of pro-

apoptotic Bax protein expression initiated by lupulone and the significant diminution of anti-

apoptotic Bcl-2 and Mcl-1 proteins expression in SW480 cells after p53 inhibition.   

Our present report suggests that p53 may play a different role on death signaling pathways 

triggered by lupulone in SW480 and SW620 cells. In both cell lines, p53 protein is over-
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expressed, and carries the same mutations [6]. We show that the lupulone-triggered apoptotic 

mechanisms in these cells involve p53 activation. Thus, p53 may act in a transcription-

dependent manner and plays a pro-apoptotic role in the metastatic SW620 cells. On the 

opposite in SW480 cells, p53 seems to act via a transcription-independent mechanism 

favouring cell survival. This report support different functions of mutated p53 in cancer cells 

depending on the drug-induced stress, the nature of cells and death signals.  
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4. Résultats complémentaires  

 

4.1. Détermination du rôle du facteur de transcription NF-κB 
 

 
4.1.1 Activation de NF-κB  
 
 
 Le facteur de transcription NF-κB est un médiateur central dans la survie cellulaire 

et dans l’initiation de la réaction inflammatoire. Il peut induire l’expression de molécules anti-

apoptotiques comme les IAPs ou encore des protéines de la famille Bcl-2, comme Bcl-2, Bcl-

XL ou encore Mcl-1(Sethi et coll., 2008). Nous avons mesuré la présence de deux sous-unités 

de NF-κB, prépondérantes dans l’apoptose, les sous -unités p50 et p65, à l’aide d’une 

technique basée sur la méthode « ELISA sandwich » avec le kit TransAMTM  NF-κB Family 

(Active Motif Europe, Belgique). Les résultats sont représentés par la figure 32.  

Les lupulones induisent une augmentation de l’expression des deux sous unités p50 

et p65 dans le noyau, uniquement pour les cellules SW620 après 24h de traitement. En effet 

les cellules SW480 ne montrent pas de changement significatif entre les groupes contrôle et 

traités. Ces résultats suggèrent que le facteur NF-κB est activé uniquement dans les cellules 

métastatiques SW620. 
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Figure 32: Activation du facteur NF-kB induite par les lupulones. 

La mesure des deux sous unités prépondérantes dans la régulation de l’apoptose p50 et 

p65 est effectuée à l’aide du kit colorimétrique TransAMTM  NF-κB Family et les 

résultats sont exprimés en densité optique. Les histogrammes représentent la moyenne 

des valeurs +/- SE de trois expériences différentes. Lupulones versus contrôle : * P< 0,05  
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4.1.2  Analyse de la mort cellulaire après l’inhibition du facteur NF-κB 

 

Afin de déterminer si le facteur NF-κB est bien impliqué dans la régulation de la 

réponse apoptotique induite par les lupulones notamment dans les cellules métastatiques 

SW620, nous avons analysé la mort cellulaire après une inhibition de NF-κB, par cytomètrie 

en flux. Les cellules sont pré-traitées avec ou sans un inhibiteur spécifique de NF-κB, la 

quinazoline (QNZ) (30 nM) (Calbiochem, Merck Chemicals, Darmstadt, Allemagne) 1h avant 

le traitement aux lupulones (40 µg/ml). Les cellules sont récoltées à 24 et 48h et incubées 

avec une solution d’iodure de propidium comme décrit dans les chapitres précédents. Les 

résultats sont illustrés par la figure 33. 

L’inhibition du facteur NF-κB entraîne une importante augmentation de la mort 

cellulaire pour les cellules SW620 après 48h de traitement (31% de cellules traitées aux lup 

en SubG0/G1 vs 67% de cellules traitées aux lup + inhibiteur NF-κB). Contrairement aux 

cellules SW620, les cellules SW480 ne montrent pas de différences entre le traitement aux 

lupulones seuls et le traitement aux lupulones avec une inhibition de NF-κB. Ces résultats 

suggèrent que le facteur NF-κB est uniquement impliqué dans la régulation de l’apoptose 

pour les cellules métastatiques SW620 et est activé pour induire une réponse de survie 

cellulaire. 
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Figure 33: Analyse de la mort cellulaire après une inhibition du facteur NF-kB. 

Les résultats sont exprimés en fonction du pourcentage de cellules se trouvant en Sub 

G0/G1 (A) pour les cellules SW620 et (B) pour les cellules SW480. Les données 

traduisent la moyenne des valeurs ± SE de trois expériences différentes. A chaque 

période les colonnes ne portant pas les mêmes lettres différent significativement entre 

elles : a≠b≠c et a’≠b’≠c’, P< 0.05  

 

5. Conclusion 

 
 

Nous avons démontré précédemment que les lupulones sont capables d’induire 

l’apoptose par l’activation de la voie de signalisation de TRAIL dans les deux lignées SW480 

(sensible à TRAIL) et SW620 (résistante à TRAIL). Afin de comprendre l’origine de cette 

activation nous nous sommes intéressés à deux facteurs de transcription. Le premier est 

considéré comme un facteur clé dans la régulation de l’apoptose, la protéine p53. Bien qu’elle 

présente des mutations dans les deux lignées SW480 et SW620, elle peut assurer son rôle de 

régulateur du cycle cellulaire ou de l’apoptose selon son environnement.  
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Dans notre première étude nous avons démontré que la protéine p53 joue deux rôles 

opposés dans les lignées cellulaires SW480 et SW620. Pour les cellules SW620, les lupulones 

entraînent l’activation de la transcription de p53, de son expression protéique et de son 

activité. L’augmentation de son expression est observée uniquement dans le noyau où elle est 

capable de réguler et d’activer spécifiquement DR5. P53 ne semble pas être l’origine de 

l’activation de la voie TRAIL mais semble être initiée dans le but de prolonger la réponse 

apoptotique face au stress induit par les lupulones. Au contraire, dans les cellules SW480, la 

protéine p53 est activée par des modifications post-transcriptionnelles et l’augmentation de 

son expression est observée dans le noyau, le cytoplasme et la mitochondrie. La pifithrin-α 

(PFT-α), inhibiteur de l’activité transcriptionne lle de p53, est capable d’empêcher sa 

translocation vers la mitochondrie, entraînant une augmentation significative de la mort 

cellulaire, démontrant le rôle anti-apoptotique important de p53 dans ces cellules. De plus, 

son inhibition entraîne une augmentation de l’expression de la protéine apoptotique Bax et 

une diminution de l’expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Mcl-1. Ces résultats 

suggèrent que les mutations présentes sur p53 lui confèrent la capacité de former des 

hétérocomplexes avec les protéines de la famille de Bcl-2 non pas dans le but de perturber la 

mitochondrie mais dans celui de la stabiliser face au stress induit par les lupulones.  

Le deuxième facteur de transcription est le facteur NF-κB, médiateur central de la 

survie cellulaire et de l’initiation de la réaction inflammatoire. Nos résultats montrent que les 

lupulones induisent l’activation de  NF-κB uniquement pour les cellules métastatiques 

SW620. NF-κB active un mécanisme de survie cellulaire et peut être à l’origine de la 

surexpression de la protéine Mcl-1, entraînant la stabilisation de la mitochondrie. De 

nouvelles expériences vont devoir être menées pour vérifier cette hypothèse. 

En conclusion, ces résultats montrent que pour les cellules SW620, les lupulones 

activent p53 dans le but de prolonger la réponse apoptotique et non de l’initier et 

parallèlement, les lupulones initient le facteur NF-κB induisant des mécanismes de survie 

cellulaire pouvant expliquer la stabilisation mitochondriale observée. Pour les cellules 

SW480, la protéine p53 joue un rôle complètement opposé et active une réponse de survie 

cellulaire en même temps que la voie apoptotique TRAIL, tandis qu’aucune activation du 

facteur NF-κB n’est observée.  
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CHAPITRE 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Implication des voies de signalisation MAP kinases dans l’induction de l’apoptose 

par les lupulones. 
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1. Résumé 
 
 

La famille des MAPKs est principalement formée des voies JNK, ERK et p38. Les 

MAPKs régulent et contrôlent des processus cellulaires fondamentaux comme l’apoptose et 

leurs rôles respectifs dépendent fortement du type cellulaire, de la nature et de la durée 

d’exposition des stimuli de stress. Dans ce chapitre, nous voulons déterminer le rôle des voies 

JNK, p38 ou ERK dans l’induction de l’apoptose par les lupulones pour les cellules tumorales 

primaires SW480 et pour leurs dérivées métastatiques SW620. Pour les cellules métastatiques 

SW620, seule la voie p38 joue un rôle important dans l’induction de l’apoptose. Une 

inhibition spécifique de la voie p38 entraîne une forte diminution de la mort cellulaire, de la 

fragmentation de l’ADN, ainsi qu’une nette diminution de la transcription  et de l’expression 

protéique des récepteurs de mort DR4 et DR5 et de p53 mutée. Nous avons également 

observé que cette inhibition induisait une diminution de l‘expression des protéines Bcl-2, 

Mcl-1 et Bax à la surface de la membrane mitochondriale mais le ratio Mcl-1/Bax reste 

constant, suggérant l’implication d’un autre facteur de transcription dans la régulation de ces 

protéines. Nous avons donc pu démontrer dans ces cellules, que les lupulones activent la voie 

MAPK p38, qui initie la transcription et l’activation des récepteurs de TRAIL, DR4 et DR5 et 

du facteur de transcription p53. DR4 et DR5 vont activer la voie extrinsèque induisant la 

fragmentation de l’ADN et donc l’apoptose. En parallèle, la mitochondrie va surexprimée à la 

surface de sa membrane les protéines de la famille de Bcl-2, dont Mcl-1, entraînant sa 

stabilisation. Concernant les cellules primaires SW480, les voies JNK ou p38 ne sont pas 

impliquées dans la réponse apoptotique induite par les lupulones, contrairement à la voie 

ERK, qui initie des mécanismes de survie cellulaire. Une inhibition spécifique de la voie ERK 

entraîne une nette augmentation de la mort cellulaire. Nous avons précédemment démontré 

que dans ces cellules, la p53 mutée joue un rôle anti-apoptotique important. Nos résultats ont 

montré que la voie ERK ne semble pas réguler l’expression et l’activation de la p53. Ces 

données suggèrent que les lupulones activent l’apoptose par les voies extrinsèque et 

intrinsèque et une réponse de survie cellulaire induite par deux voies différentes, la voie ERK 

et la voie p53.  
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2. Introduction 
 
 

Les membres de la famille des MAP kinases peuvent réguler et contrôler les 

processus cellulaires fondamentaux comme la croissance, la prolifération, la migration 

cellulaire ou encore l’apoptose. Chez les mammifères, six groupes distincts de MAPKs ont 

été décrits : 4 groupes appartenant aux kinases ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase), 

les kinases JNK (Jun N-terminal Kinase) et les kinases p38 (Dhillon et coll, 2007). La voie de 

signalisation ERK est activée en réponse à des facteurs de croissance ou à un stress et joue un 

rôle clé dans la prolifération, la survie et la différentiation cellulaire. Son activation entraîne 

une amplification et une dérégulation de ces facteurs cibles de transcription nucléaire comme 

c-myc et AP-1 (Ouyang et coll, 2008). Les voies JNK et p38 sont décrites comme des kinases 

activées en réponse à un stress, entraînant des réactions inflammatoires et dans certain cas 

l’activation de l’apoptose. La voie JNK est activée par des cytokines, des radiations UV ou 

encore des agents de dommages à l’ADN tandis que la voie p38 est essentiellement activée 

par un stress environnemental ou des cytokines inflammatoires (Dhillon et coll, 2007). En 

réponse à un stress, les voies JNK et p38 peuvent activer et réguler la protéine p53 avec une 

augmentation de son activité transcriptionnelle, sa stabilisation et une induction de l’apoptose. 

De plus, une initiation de la voie p38 ou de JNK peut induire une translocation de la protéine 

Bax du cytoplasme vers la mitochondrie ou une inhibition de la protéine Bcl-2, entraînant 

l’apoptose (Fan et Chambers, 2001 ; Kim et coll, 2008). Les mécanismes précis de régulation 

de l’apoptose par ces voies MAPKs sont encore inconnus pour l’instant.  

Il a été démontré que les voies de MAPKs  sont souvent dérégulées dans les cancers 

et peuvent influencer la réponse apoptotique des agents anti-tumoraux. Les rôles des MAPKs 

dépendent énormément du contexte cellulaire, du type de cellule, de la nature et de la durée 

du signal de stress, pour induire une réponse apoptotique ou de survie cellulaire (Brantkey-

Finley et coll, 2003). De ce fait le rôle des voies ERK, JNK ou p38 dans la réponse des 

tumeurs aux agents anti-tumoraux est complexe et la description de rôles proapoptotiques ou 

de survie cellulaire a été proposée pour chacune des voies pour différents systèmes cellulaires 

( Tewari et coll, 2008 ; Aesoy et coll, 2008). Il est tout de même souvent admis que 

l’activation des voies JNK et p38 entraîne une suppression de l’activité de la voie ERK et 

module l’apoptose dans des modèles spécifiques de cellules cancéreuses (Xia et coll, 1995).  

Nous avons démontré précédemment que les lupulones, acides amers du houblon, 

sont capable d’activer la voie apoptotique des récepteurs de mort à TRAIL, DR4 et DR5 dans 
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les cellules cancéreuses coliques humaines SW480 et de leurs dérivées métastatiques SW620. 

Nous avons également démontré que les lupulones activent la protéine p53, qui joue un rôle 

opposé chez les SW480 (anti-apoptotique) et les SW620 (proapototique). D’après ces 

résultats nous nous sommes donc intéressés au possible rôle des voies de signalisation 

MAPKs, ERK, JNK et p38 dans l’initiation et la régulation de l’apoptose dans les cellules 

SW480 et SW620 suite à un traitement aux lupulones. 
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Abstract 

The mitogen-activated protein kinase (MAPK) family, Jun N-terminal kinase (JNK), 

extracellular signal-regulated kinase (ERK) and p38, regulate and control fundamental 

cellular processes like apoptosis. The role of MAPKs pathways depends strongly on cell type, 

nature and of the stress stimuli. Here, we aimed to determine the role of JNK, p38 and ERK in 

the activation of apoptotic pathways induced by the chemopreventive agent lupulone, a hop 

phenolic acid, in metastatic SW620 cells. We showed that only p38 pathways played an 

important role in lupulone-induced apoptosis. Indeed the specific inhibition of p38 prevented 

TRAIL death receptors DR4/DR5 and p53 gene transcription and protein expression as well 

as DNA fragmentation. We also demonstrated that p38 was not involved in the activation of 

anti-apoptotic Bcl-2, Mcl-1 proteins at the mitochondrial membrane surface, supporting the 

implication of another survival factor in the preservation of mitochondria integrity in 

lupulone-treated cells. In conclusion we demonstrated that lupulone activated p38-controled 

up-regulation of TRAIL-death receptors DR4 and DR5 and of p53 leading to a specific 

activation of the apoptotic extrinsic pathway. These events may explain the specific activation 

of the apoptotic extrinsic pathway in the TRAIL-resistant metastatic SW620 cells. These 

events highlight the potential of lupulone in cancer chemoprevention and/or therapy.  

. 
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 1. Introduction 

 

The family members of the mitogen-activated protein kinases (MAPK) regulate and 

control fundamental cellular processes as growth, proliferation, differentiation, migration 

or/and apoptosis. Six distinct groups of MAPKs have been described in mammals; 

extracellular signal-regulated kinase (ERK)1/2, ERK3/4, ERK5, ERK7/8, Jun N-terminal 

kinase (JNK)1/2/3 and the p38 isoforms α/β/γ/δ [1]. The ERK signalling pathways are 

activated in response to growth factors or mitogenic signals and play a key role in cell 

proliferation, survival and differentiation. Activation of ERK induces the amplification and 

deregulation of its nuclear transcription targets, notably c-myc and AP-1 [2, 3]. But actually, it 

is clear that the deregulation of these pathways may lead to many other perturbations at the 

level of cell signalling depending of cell types and stress signals [4, 5]. The JNK and p38 

MAPK pathways are described as stress-activated kinases, inducing inflammation and in 

certain cases programmed-cell death. The JNK pathways are activated by cytokines, UV 

radiation, growth factor deprivation or DNA-damaging agents while p38 isoforms are 

strongly activated by environmental stress and inflammatory cytokines [1]. In response to 

stress stimuli JNK as well as p38 MAPK may activate and regulate p53 protein expression 

with enhanced p53 transcriptional activity, p53 stabilization and consequently p53-induced 

apoptosis. Furthermore, p38 activation induces the translocation of the pro-apoptotic Bax 

protein from the cytoplasm to mitochondria while JNK phosphorylates the anti-apoptotic Bcl-

2 protein leading to a Bcl-2 inhibition [5, 6]. The precise regulatory mechanisms involved in 

the pro-apototic effectts triggered by these kinases remain still unclear. 

In cancer cells it has been shown that MAPKs signalling pathways are deregulated and 

can influence the apoptotic response to antitumor agents. The roles played by MAPKs are 

strongly context-dependent, influenced by cell type, nature and duration of stimuli in order to 
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monitor apoptosis or cell survival [7]. So the role of ERK, JNK or p38 kinases in the response 

of tumor cells to antitumor agents is very complex, and both destructive and protective roles 

of each MAPK have been proposed in different systems [5, 8, 9]. It was also reported that 

activation of JNK or p38 may often lead to the suppression of ERK activity and so modulates 

apoptosis in specific cancer cell models [10, 11]. 

 We aimed to investigate the role of ERK, JNK or p38 kinases in the lupulone-triggered 

induction of apoptosis in the human metastatic colon cancer SW620 cells line. We have 

previously demonstrated that lupulone, a beta-acid largely present in hops (Humulus lupulus 

L), is able to activate the extrinsic apoptotic signalling pathway involving the activation of 

TRAIL death-receptors in TRAIL-resistant metastatic SW620 cells [12].  

 

2. Material and Methods 

 

2.1 Lupulone 

 

Lupulone was obtained from an industrial by-product that contains high amounts of beta–

acids (Carlsberg Breweries A/S, Strasbourg, France) and was isolated following the procedure 

described previously [13]. 

 

2.2 Cell culture 

 

SW620 cells were obtained from the European Collection of Animals Cell Culture (Salisbury, 

UK). They were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) containing 25 

mM glucose and supplemented with 10 % heat-inactivated (56°C) horse serum, 100 U/ml 

penicillin, 100 µg/ml streptomycin and 1 % non-essential amino acids (Invitrogen Corp., 
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Cergy Pontoise, France) and kept at 37°C in a humidified atmosphere with 5 % CO2. For 

experiments, after trypsinization (0.5 % trypsin/2.6 mM ethylenediamine tetraacetic acid), 

cells were seeded at 1 x 106 cells in culture dishes (100 mm internal diameter). The culture 

medium was DMEM supplemented with 3% heat-inactivated  horse serum, 100 U/ml 

penicillin, 100 µg/ml streptomycin, 5 µg/ml transferrin, 5 ng/ml selenium, 10 µg/ml insulin 

and 1 % non-essential amino acids  (Invitrogen Corp., Cergy Pontoise, France). 

 

2.3 Cell death analysis  
 
 
1 x 106 SW620 cells were seeded in culture dishes and pre-treated with JNK specific inhibitor 

SP600125 (10 µM) or ERK specific inhibitor, SL327 or p38 specific inhibitor, SB203580 (10 

µM) (Sigma Aldrich, Germany) 30 min before lupulone treatment (40µg/ml). Cells were 

harvested by trypsinization at 24 and 48h, washed with PBS, centrifuged and fixed with 1ml 

methanol:PBS (9:1 v/v) during 1-3h at -20°C. Cells were washed twice in PBS and re-

suspended in 200µL PBS containing 0,25 µg/ml RNase A and 0,1 mg/ml propidium iodide 

(Sigma Aldrich, Munchen, Germany). After incubation in the dark at 37°C for 30 min, the 

fluorescence of cells (10 000 events) was analyzed by flow cytometry and CellQuest software 

(FACScan, BDBiosciences, Erembodegem, Belgium). 

 

2.4 Analysis of mRNA levels by RT-PCR 

 

To determine expression of DR4, DR5 and p53 mRNA, an extraction of total RNA and 

analysis by RT-PCR were performed after treatment with p38 inhibitor, SB203580 and 

lupulone. Total RNA was extracted using the RNeasy Mini kit (QIAGEN, VWR, 

Copenhagen, Denmark) following manufacter’s instructions. The High-Capacity cDNA 
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Archive kit (Applied Biosystems, Foster City, USA) was used to reverse each transcribe RNA 

(1 µg) in 20 µl of reaction mix and the measurements of the transcription levels of the 

selected genes were performed with TaqMan Gene Expression assays (protein p53, 

Hs00153349; DR4, Hs00269492; DR5, Hs00366272; Applied Biosystems, Foster City, CA) 

Actin beta was assigned as an endogenous control (cat n° Hs99999903_m1; Applied 

Biosystems, Foster City, USA). Real time RT-PCR was performed with TapMan Universal 

PCR master mix and ABI Prism 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems 

Sequence detector; Applied Biosystems, Foster City, USA) in triplicate wells. The data were 

analyzed with a comparative threshold cycle (CT) method. This method consists to determine 

the values of Δcycle threshold (ΔCt) by normalizing the average Ct value of each treatment 

with value of each opposite endogenous control (β-actin). Then, calculation of 2-DDCt of each 

treatment and statistical analysis were performed as described by Livak and Schmittgen [14]. 

 

2.5 Detection of p53 expression in cells by flow cytometry 

 

Cells were treated with p38 inhibitor, SB203580 (10 µM) 30 minutes before the treatment 

with lupulone (40µg/ml). Cells were harvested by trypsinization at 24 and 48 h, cell pellets 

were washed with phosphate saline buffer (PBS) and were fixed with a solution of PBS 

containing 4% paraformaldehyde (PFA) during 1h at 4°C in the dark. Cell pellets were 

washed with a solution of PBS/BSA 0,2 % / Tween 0,5 % and were incubated with FITC-

conjugated mouse anti-human p53 antibody (Calbiochem; Merck Chemicals, France) or 

FITC-conjugated mouse IgG1 monoclonal isotype control antibody (BD Biosciences, 

Erembodegem, Belgium) for 1h at 4°C in the dark. After washing with the solution of PBS / 

BSA 0,2 % / Tween 0,5 %, cells were re-suspended in PBS (37°C) and the fluorescence (515 
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nm) of 10 000 events per sample were analyzed by FACScan and CellQuest Software (BD 

Biosciences, Belgium). 

2.6 Expression of TRAIL receptors DR4 and DR5 after p38 inhibition 

 

Cells were pre-treated 30 min with p38 inhibitor, SB203580 at 10µM and treated with 

lupulone (40µg/ml) at 24 and 48h. After trypsinization, cell pellets were washed with PBS 

and incubated with monoclonal mouse anti-human antibodies TRAIL-R1 (DR4) (1:100) or 

TRAIL-R2 (DR5) (1:100) (Alexis Biochemicals, Lausen, Switzerland) for 30 min at 4°C. 

Cells were washed twice with PBS and incubated with FITC-conjugated goat anti-mouse 

IgG1 antibody (1:50) (AbD Serotec, Düsseldorf, Germany) or with FITC-conjugated mouse 

IgG1 monoclonal isotype control antibody (1:50) (BD Biosciences, Erembodegem, Belgium) 

for 30 min at 4°C in the dark. After washing with PBS, cells were re-suspended in PBS and 

the fluorescence of 10,000 events per sample (515 nm) was analysed by FACScan and 

CellQuest software (FACScan, BDBiosciences, Erembodegem, Belgium). 

 

2.7 Expression of Bcl-2, Mcl-1 and Bax after p38 inhibition 

 

SW620 cells were pre-treated 30 min with p38 inhbitor, SB203580 at 10µM and treated with 

lupulone (40 µg/ml) for 24 and 48 h. Cells were harvested by trypsinization and proceeded for 

the fixation (PBS/PFA 4%) and permeabilization (PBS/BSA 0,2 % / Tween 0,5 %) step. For 

Bcl-2 protein detection, cells were labelled directly with 20 µl FITC-conjugated mouse anti-

human Bcl-2 monoclonal antibody or FITC-conjugated mouse IgG1 monoclonal Isotype 

control antibody (BD Biosciences, Erembodegem, Belgium) for 30 min at 4°C in the dark. 

For Mcl-1 and Bax detection, cells were incubated with rabbit anti-human Bax polyclonal 

antibody or rabbit anti-human Mcl-1 polyclonal antibody (1:100) (BD Biosciences, 
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Erembodegem, Belgium) for 30 min at 4°C. After washing twice, FITC-conjugated swine 

anti-rabbit F(ab’)2/FITC antibody was added (1:10) (Abcam, Paris, France) for 30 min at 4°C 

in the dark. After washing twice in permeabilization buffer, the fluorescence of 10,000 cells 

were analysed using FACScan flow cytometer and CellQuest software (FACScan, BD 

Biosciences, Erembodegem, Belgium). 

 

2.8 Analysis of DNA fragmentation by TUNEL 

 

After treatment, cells were harvested by trypsinization at 24 and 48h. Cell pellets were 

washed with solution of PBS containing 0,2% BSA and were fixed in a solution of PBS/4% 

PFA during 1h at 4°C in the dark. Cells were washed twice in PBS/ 0,2% BSA and pellets 

were permeabilized with a solution of PBS/ 0,5% Tween20/ 0,2% BSA during 30min, RT. 

After washing, cell pellets were incubated with the Mebstain Apoptosis direct kit solution 

(MBL, Japan) during 1h30 at 37°C, in the dark. This solution contained TdT buffer II, FITC-

dUTP, TdT (transferase) (18:1:1).Control negative cells were incubated with solution of TdT 

buffer, FITC-dUTP (19:1) and H2O2 is used as a positive control. Cells were washed twice, 

were re-suspended in PBS/ 0,2% BSA and the fluorescence of cells (10 000 events) was 

analyzed by flow cytometry and CellQuest software (FACScan, BDBiosciences, 

Erembodegem, Belgium). 

. 

2.9 Statistical analysis 

 

All data were presented as mean ± standard error (SE) from three independent experiments. 

Significant differences between control and treated groups were evaluated by one-way 
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ANOVA analysis, Student's t-test or the Student-Neuman-Keuls multiple comparison test was 

used to determine the significance of statistical differences between data.  

 

 3. Results 

 

3.1 Inhibition of MAPKs and SW620 cell survival 

 

In order to determine the role of JNK, ERK or p38 MAPKs in lupulone-triggered SW620 

cell death, the cells were treated with specific inhibitors of JNK (SP600125), ERK (SL327) 

and p38 (SB203580) (Sigma Aldrich, Germany) [15-17], at a final concentration of 10 µM for 

30 min before lupulone treatment (40 µg/ml). The amount of dead or dying cells present in 

the Sub G0/G1 region was detected by flow cytometry using propidium iodide [18]. A 

significant inhibition (P<0.01) of cell death was observed with the p38 inhibitor after 24 and 

48 h of lupulone treatment, and such an effect was not observed in the presence of JNK and 

ERK inhibitors (Fig. 1). These data suggested a specific role of p38 signalling pathway in 

lupulone-triggered cell death. 
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Fig. 1. Analysis of cell death-induced by lupulone after JNK, ERK and p38 inhibition. Cells 

were pre-treated with each specific inhibitor, SP600125 (10 µM) for JNK, SL327 (10 

µM) for ERK and SB203580 (10 µM) for p38, 30 min before lupulone treatment (40 

µg/ml) for 24 and 48h. At each time point, cells were harvested, stained with propidium 

iodide and analysed by flow cytometry. The percentage of hypodiploid cells present in 

the sub G0/G1 region is represented as histograms and corresponds to the mean value ± 

SE of at the least three separate experiments. For each time period 24 or 48 h, columns 

not sharing the same superscript letter differ significantly, a≠b≠c≠d P<0.05. 

 

3.2 Up-regulation of p53 expression by p38 after lupulone treatment 

 

In response to a stress, p38 may favor apoptosis by regulating p53 protein expression [1, 

19]. In SW620 cells, p53 protein carries two mutations, which seem not to affect its DNA 

binding ability [20]. In order to determine a possible crosstalk between p38 and p53 

regulation, levels of p53 mRNA and protein expressions were assessed using real time PCR 

and flow cytometry. As shown in Figure 2A, the amount of p53 transcripts was up-regulated 

after lupulone treatment in a time-dependent manner reaching a 7 fold increase at 48 h as 

compared with untreated control cells. This effect was inhibited in the presence of the p38 
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inhibitor which prevented the up-regulation of p53 mRNA by lupulone (Fig. 2A). Similarly, 

lupulone enhanced significantly the p53 protein expression at 48h and the p38 inhibitor  

prevented this effect (Fig. 2B). These data demonstrated that p38 was directly involved in 

the activation of both p53 mRNA and protein expressions in lupulone-treated SW620 cells. 

 

Fig. 2. Expression of p53 mRNA and protein after p38 inhibition. Cells were pre-treated 

with p38 inhibitor, SB203580 (10 µM), 30 min before lupulone treatment (40 µg/ml). (A) 

Real-time quantitative measurement of p53 mRNA levels. Levels are represented as the 

fold change over untreated cells. Data are calculated with the comparative cycle 

threshold method [14] and correspond to the mean value ± SE of at the least three 

separate experiments. For  24 or 48 h, **P<0.001. (B) Determination of p53 protein 

expression by flow cytometry. At each time point, cells were harvested and stained with 

FITC-conjugated anti-human p53 antibody. Increased green fluorescence was measured 

by flow cytometry and data are represented by histograms as the percent of cells 

expressing p53 protein. Data correspond to the mean value ± SE of at the least three 

separate experiments. For 24 or 48 h, columns not sharing the same superscript letter 

differ significantly: a≠b≠c and a'≠b'=c' P<0.05. 
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3.3 Effect of p38 inhibition on TRAIL death receptors DR4/DR5  

 

To determine the potential role of p38 MAPKs in the activation of TRAIL death receptors 

expression at the cell surface observed after lupulone treatment in SW620 cells [12,13], the 

levels DR4 and DR5 mRNA and protein expressions were assessed using real time PCR and 

flow cytometry. 

As illustrated in Figure 3A and 3B, the p38 inhibitor prevented the lupulone-triggered up-

regulation of both TRAIL DR4/DR5 mRNA and protein expressions. These data indicate that 

p38 MAPKs were directly involved in the regulation of the extrinsic apoptotic signalling 

pathway after lupulone treatment by inactivating TRAIL-resistance of metastatic SW620 

cells. 
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Fig. 3. Analysis of DR4/DR5 mRNA and protein expression after p38 inhibition. Cells were 

pre-treated with p38 inhibitor, SB203580 (10 µM), 30 min before lupulone treatment (40 

µg/ml) for 24 and 48h. (A) Real-time quantitative measurement of DR4 or DR5 mRNA 

levels represented as the fold change over untreated cells. Data are calculated with the 

comparative cycle threshold method [14] and correspond to the mean value ± SE of at 

the least three separate experiments. For 24 or 48 h, columns not sharing the same 

superscript letter differ significantly: a≠b≠c P< 0,001. (B) Analysis of DR4 or DR5 

protein expression by flow cytometry. At each time point, cells were harvested, stained 

with monoclonal antibodies against DR4 or DR5 TRAIL receptors and with FITC-

conjugated goat anti-mouse IgG1 antibody. Increased green fluorescence was measured 

by flow cytometry and data are represented by histograms as the percentage of cells 

expressing DR4 or DR5 receptors. Data are the mean value ± SE of at the least three 

separate experiments. At each time period (24 or 48 h) columns not sharing the same 

superscript letter differ significantly: a≠b≠c≠d≠e P<0.05. 
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3.4 Effect of p38 inhibition on Bcl-2, Mcl-1 and Bax expressions 

 

We have previously shown that in response to lupulone, SW620 cells are able to activate 

mechanisms favouring the protection of mitochondrial function [12]. Since it was reported 

that anti-apoptotic proteins of the Bcl-2 family like Bcl-2 or Mcl-1 are able to stabilize 

mitochondrial membrane after a disruption of mitochondria [21], we investigated whether p38 

activation by lupulone was able to modulate the expression of these anti-apoptotic proteins. 

Using flow cytometry, we measured the percent of cells expressing anti-apoptotic Bcl-2, Mcl-

1 or pro-apoptotic Bax proteins after an inhibition of p38 and lupulone treatment. 

After 48h of lupulone treatment, Bcl-2 and Bax increased in the same proportions, as we 

have reported previously [13] but the amount of cells expressing anti-apoptotic Mcl-1 protein 

was significantly increased by 60% with a  Mcl-1/Bax ratio equal to 2 (Fig.4). Inhibition of 

p38 reduced by 50% the lupulone-triggered activation of Mcl-1, Bcl-2 and Bax but the Mcl-

1/Bax ratio remained unchangef and equal to 2. These data suggested that p38 was not 

involved in the initiation of the increased expression of the Bcl-2 family proteins, Mcl-1, Bax 

and Bcl-2 in response to lupulone.  
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Fig. 4. Effects of lupulone on Bcl-2, Mcl-1 and Bax expression after p38 inhibition. At 

each time point, SW620 cells were harvested, fixed and permeabilized. After washing, 

cells were incubated with appropriate antibody (see Material and methods). Increased 

green fluorescence was measured by flow cytometry and data are represented by 

histograms as the percentage of cells expressing Bcl-2, Mcl-1 or Bax proteins. Data are 

the mean value ± SE of at the least three separate experiments. At each time period (24 

or 48 h) columns not sharing the same superscript letter differ significantly: 

a≠b≠c≠d≠e≠f, P<0.05. 

 

3.5 Involvement of p38 MAPK in lupulone-triggered DNA fragmentation  

 

We reported previously that lupulone induced the extrinsic apoptotic pathway involving 

activation of the caspase-8, caspase-3 cascade [12]. Apoptosis is accompanied by 

condensation and fragmentation of nuclei with extensive degradation of chromosomal DNA, 

which is a biochemical hallmark of apoptosis [22]. The TdT-mediated dUTP-biotin nick end 

labeling (TUNEL) method which was developed by Gavrieli et al [23] is a sensitive method 

to visualize in situ the DNA fragmentation at the single cell level. Here, we assessed the role 

of lupulone-triggered activation of p38 MAPK on DNA fragmentation. In lupulone-treated 

SW620 cells, the inhibition of p38 MAPK reduced by 65% the amount of cells with 
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fragmented DNA after 48h (Fig. 5). These data strongly suggested again that p38 MAPK 

represented a major signalling pathway in the induction of apoptosis after lupulone treatment. 

 

 

Fig. 5. Measure of DNA fragmentation induced by lupulone after p38 inhibition. Cells 

were pre-treated with p38 inhibitor, SB203580 (10 µM), 30 min before lupulone 

treatment (40 µg/ml) for 24 and 48h. At each time point, cells were harvested, fixed, 

permeabilized and stained with the Mebstain Apoptosis direct kit solution (MBL, 

Japan), as described in Material and Methods, and analysed by flow cytometry. H2O2 

was used as a positive control, cells with increased green fluorescence produced DNA 

fragmentation. (A) Data are presented as representative cytometer histogram plots and 

the shift on the right corresponds to cells with fragmented DNA. Negative control and 

control cells presented the same profile (data not shown). (B) Histograms corresponded 

to the percentage of cells with fragmented DNA. Data are the mean value ± SE of at the 

least three separate experiments. At each time period (24 or 48 h) columns not sharing 

the same superscript letter differ significantly: a≠b≠c and a'≠b'≠c', P<0.05. 
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4. Discussion  

 

The role of MAPK signalling pathways has been reported to be important in regulating 

apoptosis during conditions of cellular stress, and many studies have supported the general 

view that pro-apoptotic effects associated with JNK and p38 activation are counteracted by 

the ERK pathway activation and its survival signals [1, 24]. But the role of MAPKs is mainly 

context-dependent and influenced by cell types and by the nature of stress. Both destructive 

and protective roles for MAPKs have been proposed in different systems [5,7]. In the present 

study we demonstrated the prominent role of p38 MAPK signalling pathway in the activation 

of the TRAIL death receptor-mediated apoptosis by the chemopreventive agent lupulone in 

TRAIL-resistant metastatic SW620 cells. 

 We reported recently that lupulone induced apoptosis by an activation of the extrinsic 

pathway via TRAIL death receptors DR4/DR5 overcoming SW620 cell resistance to TRAIL. 

[12]. However, the mechanisms by which, lupulone was able to activate DR4/DR5 receptors 

remained unknown. In the present report we aimed to identify potential transcription factors 

involved in the activation of TRAIL receptors and apoptotic pathways triggered by lupulone. 

Our present data showed that when SW620 cells were exposed to lupulone in the presence of 

specific inhibitors of JNK, ERK or p38 MAPKs, only the p38 inhibitor was able to inhibit the 

pro-apoptotic effects of lupulone in these cells. Most studies have reported that p38 MAPK 

pathways are involved in a variety of complex cellular responses [25]. Similar to JNK, p38 

may regulate apoptosis, cell cycle progression, growth and differentiation [1,26]. P38 can be 

activated by two main MAPKKs, MKK3 and MKK6. Overexpression of MKK6 can induce 

p38 activation leading to promotion of caspase activity and cell death [27]. Other studies 

demonstrated the prominent role of p38 in the induction of Bax translocation to mitochondria 

leading to a caspase-independent (intrinsic) cell death [6,28,29].  
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P38 is often involved in p53-regulated apoptosis and acts as a negative regulator of cell 

cycle progression [30,31]. In SW620 cells, p53 protein carries two mutations which do not 

affect its ability to bind to DNA [20]. In the present report we showed that in spite of these 

mutations, transcription and protein expression of mutated-p53 were up-regulated by p38 in 

SW620 cells treated by lupulone. We also showed that the stimulation and activation of 

TRAIL DR4/DR5 death receptor expression at the mRNA and protein levels by lupulone was 

p38 dependent. Indeed, the specific inhibition of p38 prevented DR4 and DR5 gene 

transcription and related protein synthesis. Our data suggested that lupulone may overcome 

TRAIL resistance of SW620 cells by activating p38 which in turn up-regulated the 

transcription and protein expressions of p53 and TRAIL-death receptors DR4/DR5. 

We demonstrated previously that lupulone activated the TRAIL-death receptor (extrinsic) 

pathway leading to an activation of the caspase-8, caspase-3 cascade [12]. We also reported a 

cross-talk between the extrinsic and mitochondrial (intrinsic) apoptotic pathways through a 

caspase-8 dependent cleavage of protein Bid causing mitochondrial perturbations, with an 

alteration of mitochondrial membrane permeability and a similar parallel increase of both the 

pro-apoptotic Bax protein and the anti-apoptotic Bcl-2 protein. However mitochondria 

function was not compromised since no release of cytochrome c was observed [12,13]. Thus 

in the presence of lupulone mitochondria functions remained preserved in SW620 cells.  

In this study we present evidence that lupulone induced the activation of another anti-

apoptotic protein namely Mcl-1, which is a key factor in mitochondrial protection [21]. The 

inhibition of p38 pathways induced a decrease of the Mcl-1, Bcl-2 and Bax expression. 

Though, the Mcl-1/Bax ratio remainedunchanged demonstrating that p38 was not involved in 

the regulation of the Bcl-2 family proteins. These data highlight the specificity of p38 in 

activating the extrinsic pathway in metastatic SW620 cells in response to lupulone.  The key 
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role of p38 in the apoptotic processes triggered by lupulone in SW620 cells was confirmed by 

the observation that DNA fragmentation was prevented by the p38 inhibitor. 

In conclusion, this study gives new insights into the complex mechanisms involved in 

lupulone-triggered apoptosis in TRAIL-resistant SW620 cells. We showed here that the 

chemopreventive agent lupulone activated the p38 signalling pathway which played a major 

role in the up-regulation of TRAIL death receptors and of p53 expressions at the genetic and 

proteic levels. DR4 and DR5 receptors activated caspase-8, and consequently caspase-3 [12] 

leading to DNA fragmentation. It was reported that other chemopreventive compounds like 

curcumin, resveratrol or quercetin induced apoptosis through an activation of JNK and p38 

pathways and notably in SW620 cells after berberine treatment [32,33]. These events may 

explain the specific activation of the extrinsic apoptotic pathway by lupulone in the metastatic 

SW620 cells and highlights the potential of this agent in cancer chemoprevention and/or 

therapy.  
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4. Résultats complémentaires sur la lignée SW480 
 

4.1. Analyse de la mort cellulaire après inhibition des voies MAPK  
 
Tout comme pour les cellules métastatiques SW620, nous avons voulu déterminer le 

rôle des MAPKs dans l’induction de l’apoptose par les lupulones pour les cellules SW480. 

Les cellules sont pré-traitées avec les inhibiteurs spécifiques de JNK, SP600125 (10 µM), de 

ERK, SL327 (10 µM) et de p38, SB203580 (10 µM) (Sigma Aldrich, Germany) 30 min avant 

le traitement aux lupulones (40 µg/mL). Le pourcentage de cellules mortes ou en voie de 

mourir est détecté avec l’iodure de propidium par cytométrie en flux dans la région du cycle 

cellulaire appelée SubG0/G1 (Riccardi et al, 2006).  

Les résultats obtenus sont représentés par la Figure 34. Seule la voie ERK joue un 

rôle dans la réponse des cellules au stress causé par les lupulones. En effet, une inhibition de 

la voie ERK entraîne une nette augmentation dès 24h de la mort cellulaire (37% des cellules 

en SubG0/G1 après traitement avec inhibiteur ERK + lupulones contre 11% après un 

traitement aux lupulones seuls). Après 48h de traitement aux lupulones, l’inhibition de la voie 

ERK entraîne 65% de cellules  mortes contre 15% seulement pour les cellules traitées aux 

lupulones seuls. Ces résultats montrent que la voie ERK est impliquée dans la réponse à la 

survie des cellules face au stress induit par les lupulones. Les deux autres voies JNK et p38 

n’interviennent pas dans la régulation de l’apoptose ou de la survie cellulaire induite par les 

lupulones dans les cellules primaires SW480. 
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Figure 34: Analyse de la mort cellulaire induite par les lupulones après une inhibition 

des voies MAPKs. Le pourcentage de cellules hypodiploïdes présentes dans la région 

SubG0/G1 est représenté par un histogramme qui correspond à la moyenne ± SE de 

trois expériences séparées. Les colonnes ne portant pas les mêmes lettres diffèrent de 

manière significative : a≠b≠c≠d, P<0.05. 

 
 

4.2 Expression de la protéine p53 après inhibition de la voie ERK 
 
 
La voie ERK semble être impliquée dans la réponse de survie cellulaire initiée 

parallèlement à l’activation de l’apoptose après traitement aux lupulones chez les cellules 

SW480. Nous avons déjà observé que les lupulones induisent l’activation de la protéine mutée 

p53, qui joue un rôle anti-apoptotique important seulement 48h après traitement. L’inhibition 

de la voie ERK induit une augmentation de la mort cellulaire dès 24h de traitement aux 

lupulones. Afin de déterminer si la voie ERK régule l’activation de p53 mutée chez les 

cellules SW480, nous avons mesuré l’expression de la protéine par cytométrie en flux après 

inhibition de la voie ERK avec un inhibiteur spécifique, SL327 (10 µM) (Sigma Aldrich, 

Germany). 
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Les résultats sont présentés par la Figure 35. L’inhibition de la voie ERK n’a aucun 

effet sur l’augmentation des cellules qui expriment la protéine p53, après un traitement aux 

lupulones. La voie ERK ne régule pas l’expression de p53 dans les cellules SW480. De plus, 

comme avec les lupulones seuls, l’augmentation de l’expression de p53 se fait par des 

modifications post-transcriptionnelles et non par une augmentation de sa transcription 

(données non montrées).  

 

 

 
 

Figure 35: Expression de p53 après une inhibition de la voie ERK. Les cellules sont 

incubées avec un anticorps anti-humain p53 conjugué à la FITC après 24 et 48h de 

traitement aux lupulones. La fluorescence est mesurée par le cytomètre en flux et les 

résultats sont représentés par des histogrammes représentant le pourcentage de cellules 

qui expriment la protéine p53. Les données résultent de la moyenne ± SE de trois 

expériences séparées. Les colonnes ne portant pas les mêmes lettres diffèrent de manière 

significative, a≠b ou a’≠b’, P<0.05. 



Résultats 

 

156 

5. Conclusion 

 
Nos résultats présentés dans les chapitres précédents ont montré que les lupulones 

induisent dans les cellules métastatiques SW620, l’apoptose à travers l’activation de la voie 

extrinsèque par les récepteurs de mort cellulaire DR4 et DR5. Nous avons également montré 

que p53 mutée est activée et régule positivement le gène DR5 afin de prolonger cette réponse. 

Concernant les cellules primaires SW480, les lupulones induisent l’apoptose à travers 

l’activation des voies extrinsèque et intrinsèque par les récepteurs DR4 et DR5. 

Contrairement aux cellules SW620, p53 activée joue un rôle anti-apoptotique en réponse aux 

lupulones. Dans ce chapitre nous avons voulu savoir si l’apoptose induite par les lupulones est 

régulée par les voies des MAPKs afin de comprendre comment les lupulones peuvent 

déclencher aussi bien l’augmentation et l’activation des récepteurs DR4 et DR5 que des 

mécanismes de survie cellulaire. 

 La première étude montre pour la première fois le mécanisme de l’induction de 

l’apoptose par les lupulones dans les cellules métastatiques SW620. Les lupulones sont 

capables d’activer spécifiquement la voie p38, qui va augmenter la transcription et 

l’expression protéique des récepteurs DR4 et DR5 ainsi que celles de la protéine mutée p53. 

Les récepteurs vont initier la caspase-8, qui va à son tour activer la caspase-3, entraînant la 

fragmentation de l’ADN. La caspase-8 active va  également cliver la protéine Bid, qui va 

perturber la mitochondrie. En parallèle et en réponse à cette perturbation, la mitochondrie 

augmente l’expression des protéines de la famille Bcl-2 à la surface de sa membrane, 

notamment Mcl-1, induisant sa stabilisation. La deuxième étude montre l’implication de la 

voie ERK dans l’activation des mécanismes de survie cellulaire en réponse aux lupulones, 

pour les cellules primaires SW480. La réponse apoptotique déclenchée par les lupulones n’est 

pas initiée par les voies MAPKs. Ni la voie JNK, ni la voie p38 ne jouent un rôle dans 

l’induction de l’apoptose par les lupulones, alors que la voie ERK semble jouer un rôle 

important dans la survie cellulaire. Nous avions montré que les lupulones augmentent 

l’expression protéique de p53 et entraînent son activation, semblerait-il pour stabiliser la 

mitochondrie. Nous avons dès lors supposé que la voie ERK activée va réguler la 

transcription et l’expression de la protéine p53. Pourtant nos résultats ont démontré que p53 

n’est pas régulée par la voie ERK. Dans les cellules SW480, les lupulones induisent en 

parallèle, une activation de l’apoptose par les voies extrinsèque et intrinsèque et des 

mécanismes de survie initiés par deux voies différentes, la voie ERK et la voie de p53.



 
 
 
 
 
 
 
 
 

DISCUSSION GENERALE 
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DISCUSSION GENERALE 
 
 
 

La récurrence de certains cancers, comme le cancer colorectal est encore trop 

fréquente, impliquant une prise en charge de la maladie le plus précocement possible. La 

chimioprévention utilise des agents naturels, synthétiques ou biochimiques pour prévenir, 

inverser ou supprimer la cancérogenèse à travers notamment l’activation et la régulation de la 

mort cellulaire programmée, l’apoptose. Durant nos travaux, nous avons utilisé un modèle in 

vitro de la cancérogenèse colique représenté par la progression de la tumeur primaire colique 

humaine (SW480) en métastases (SW620). A travers ce modèle, nous avons démontré que les 

lupulones, microconstituants du houblon, peuvent activer ou réguler des cibles importantes de 

l’apoptose, comme les récepteurs apoptotiques de TRAIL (DR4/DR5), l’intégrité de la 

mitochondrie, l’activation des voies MAP kinases, de la protéine p53 ou encore du facteur 

NF-κB. De même sur un modèle pré-clinique de cancérogenèse expérimental sur le rat, après 

7 mois de traitement, les lupulones induisent une nette diminution de la formation de foyers 

de cryptes aberrantes, ainsi que celle de la formation des tumeurs coliques. Ces résultats 

établissent les différentes propriétés anti-cancéreuses des lupulones et leur haut potentiel  

comme agent chimiopréventif contre le cancer colorectal. 

 
I. Activation par les lupulones, des voies de signalisation des récepteurs apoptotiques 

de TRAIL  

 
Une première étude fût réalisée sur l’induction de l’apoptose par une mixture des 

acides amers, lupulones et humulones du houblon sur les cellules coliques humaines HL60 et 

U937 (Chen et coll., 2004), montrant l’implication des caspases et de la mitochondrie. Lors de 

nos travaux, nous avons comparé les voies apoptotiques induites par les lupulones dans le 

modèle de progression de la cancérogenèse représenté par les lignées tumorales coliques 

humaines primaires (SW480) et leurs dérivées métastatiques (SW620). 
 

Dans les cellules SW480, sensibles à TRAIL, les lupulones induisent une 

interconnexion entre les voies extrinsèque et intrinsèque via une activation  des récepteurs 

apoptotiques à TRAIL DR4 et DR5. Au contraire des SW480, les cellules métastatiques 
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SW620 sont résistantes à TRAIL. Pourtant, en réponse aux lupulones, ces dernières initient  la 

voie extrinsèque via l’activation des mêmes récepteurs apoptotiques à TRAIL, DR4 et DR5. 

 

Actuellement, le développement de nouvelles stratégies pour le traitement contre le 

cancer se concentre sur de nouvelles molécules ciblant ces récepteurs de mort, DR4 et DR5 

comme le développement d’anticorps monoclonaux en phase clinique (Bellail et coll., 2009 ; 

Plummer et coll., 2007). En effet, l’induction de l’apoptose par ces récepteurs est spécifique 

aux cellules transformées ou cancéreuses mais pas à la plupart des cellules normales (Wang, 

2008 ; Bellail et coll., 2009). Malheureusement, de nombreux cas de  résistance à TRAIL ont 

été décrits pour le cancer colorectal et des études ont démontré qu’une façon de vaincre cette 

résistance est la combinaison de plusieurs agents chimiothérapeutiques (Kruyt, 2008 ; 

Meurette et coll., 2006). De ce fait identifier des substances naturelles capables en 

combinaison avec le ligand TRAIL, molécule produite par les cellules du système 

immunitaire  (Herbeuval et coll., 2003 ; Zamai et coll., 2007), de surmonter cette résistance  

serait un challenge important pour la thérapie contre le cancer.  

Nos résultats démontrent que les lupulones sont capables d’induire l’apoptose initiée 

par TRAIL dans les cellules cancéreuses en augmentant l’expression des récepteurs 

apoptotiques DR4 et DR5 à la surface de la membrane plasmique. Les cellules SW480 sont 

sensibles à TRAIL et expriment les récepteurs apoptotiques (Vaculová et coll., 2006). Bien 

que dans ces cellules les lupulones n’augmentent pas la quantité de transcrits des récepteurs 

DR4 et DR5, nous observons une importante surexpression de ces protéines à la surface de la 

membrane plasmique et une sensibilité des cellules à TRAIL ligand plus importante. A 

l’opposé les cellules métastatiques SW620 sont résistantes à TRAIL et n’expriment pas les 

récepteurs apoptotiques à la surface de la cellule (Vaculová et coll., 2006). Pourtant les 

lupulones sont capables d’induire une augmentation de la transcription et de l’expression 

protéique de ces récepteurs ainsi que de potentialiser les effets de TRAIL ligand. Une étude 

réalisée sur des clones de SW480 résistants à TRAIL a permis de démontrer qu’une cause 

majeure de la résistance à TRAIL est due à une déficience du transport intracellulaire des 

récepteurs DR4 et DR5 vers la surface cellulaire (Jin et coll., 2004). Nos résultats suggèrent 

que pour les cellules SW480, les lupulones régulent des mécanismes post-transcriptionnels et 

de transports intracellulaires externalisant les récepteurs de mort DR4 et DR5 à la surface 

cellulaire. Pour les cellules SW620 les lupulones empêchent la résistance à TRAIL en 
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régulant positivement la transcription, l’expression protéique et le transport intracellulaire de 

ces protéines, entraînant leur augmentation à la surface cellulaire.  

 

Nos travaux démontrent que les lupulones initient l’apoptose par deux mécanismes 

différents dans les cellules SW480 et les cellules SW620. Les voies intrinsèque et extrinsèque 

sont activées dans les cellules SW480, avec une importante implication de la mitochondrie. 

Pourtant une différence de sensibilité aux lupulones entre les deux lignées est observée avec 

une sensibilité plus importante pour les cellules SW620. De plus, bien que les caspases-8 et -9 

soient initiées, l’activité de la caspase-3 n’est pas plus importante pour les SW480 que pour 

les SW620 où seule la voie extrinsèque est impliquée. Il a été démontré que la voie de 

signalisation TRAIL peut être inhibée à différents stades et notamment à travers l’expression 

d’inhibiteurs naturels de l’apoptose, la famille des IAPs comme cIAP1 et cIAP2  ou encore la 

protéine XIAP, qui sont capables d’inhiber les caspases -3 et -7 (Hunter et coll., 2007). Les 

lupulones activent la protéine XIAP pour les cellules SW480, entraînant une inhibition d’une 

partie des caspases-3 actives. L’activation de la protéine XIAP ainsi que la capacité invasive 

et un cycle de division cellulaire beaucoup plus importants des cellules SW620 (de Vries et 

coll., 1995) peuvent expliquer la différence de sensibilité aux lupulones entre les deux lignées. 

Enfin,  pour les cellules SW620, les lupulones initient uniquement la voie extrinsèque avec 

une activation directe de la caspase-3 par la caspase-8. Bien qu’un clivage de la protéine Bid 

soit observé, les perturbations mitochondriales sont limitées. La famille des protéines Bcl-2 

est un facteur important de régulation de la mitochondrie permettant sa stabilisation ou sa 

perturbation (Armstrong, 2006 ; Brunelle et Letai, 2009). La protéine anti-apoptotique de la 

famille de Bcl-2, Mcl-1 est souvent surexprimée par les cellules cancéreuses de la prostate ou 

par différents types de leucémies, leurs permettant une certaine « immortalisation » (Royuela 

et coll., 2001 ; Kitada et coll., 1998). En effet, la protéine Mcl-1 est rapidement dégradée en 

réponse à un signal de mort cellulaire, mais sera immédiatement réexprimée par un stimulus 

de survie cellulaire et joue donc un rôle déterminant dans la régulation de la survie cellulaire 

en réponse aux signaux de mort cellulaire (Yang-Yen, 2006). Les lupulones entraînent une 

augmentation du ratio Bcl-2/Bax dans les mêmes proportions, indiquant qu’elles ne sont pas 

impliquées dans la régulation de la mitochondrie. Mais les lupulones induisent surtout une 

importante augmentation de la protéine anti-apoptotique Mcl-1 uniquement dans les cellules 

SW620,  démontrant son rôle clé dans la stabilisation de la mitochondrie ainsi que l’activation  

de mécanismes de survie.  
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II. Régulation de l’apoptose induite par les lupulones 

  

La découverte de l’activation de voies apoptotiques, par les lupulones, impliquant 

les récepteurs de mort de TRAIL, DR4 et DR5 dans les deux lignées SW480 et SW620, nous 

a amené à déterminer le rôle de facteurs de transcription capables de réguler ces voies. 

L’initiation de certains facteurs de transcription par les lupulones pourrait expliquer 

notamment la perte de la résistance à TRAIL des cellules métastatiques SW620. 

 

La protéine p53 est un facteur de transcription capable de réguler des gènes 

proapoptotiques comme des inhibiteurs de la progression du cycle cellulaire, des régulateurs 

de sa propre activité, des composants de la voie extrinsèque comme DR5, Fas ou FasL, ou 

encore des membres de la famille de Bcl-2 (Amundson et coll., 1998). La plupart des tumeurs 

expriment des mutations sur le gène de  p53 entraînant des altérations fonctionnelles de la 

protéine  p53 mutée. Toutefois, des études comme celle de Rochette et coll. ont montré que 

les mutations de p53 identifiées sur les cellules coliques humaines SW480 n’empêchent pas 

celle-ci de se lier à l’ADN et d’activer les mécanismes de réparation de l’ADN en réponse à 

un stress (Rochette et coll., 2005). Nos travaux ont démontré que malgré les mutations de 

p53, celle-ci est activée, dans les cellules métastatiques SW620, par les lupulones de manière 

dépendante de la transcription et joue son rôle apoptotique en régulant le gène DR5 afin de 

prolonger et non d’initier la réponse apoptotique. A l’opposé, dans les cellules primaires 

SW480, l’activation de p53 a lieu après des modifications post-transcriptionnelles et elle joue 

un rôle anti-apoptotique important. Suite à son initiation par les lupulones, p53 est transloquée 

du noyau vers la mitochondrie où elle semble former des complexes avec les protéines de la 

famille de Bcl-2. 

 

 Récemment des études ont démontré qu’indépendamment de son rôle dans la 

régulation de la transcription de gènes, p53 peut être transloquée du noyau vers la 

mitochondrie où elle est capable de former un complexe protéique avec les protéines de la 

famille des protéines de Bcl-2, afin de perturber la mitochondrie et d’activer la voie 

intrinsèque (Wolff et coll., 2008 ; Vaseva et coll., 2009). L’équipe de Wolff et coll., a ainsi 

mis en évidence que p53 mitochondriale contribue à la perméabilisation de la membrane 

mitochondriale en induisant la formation de multimères avec les canaux VDACs. De plus, la 

forme cytosolique de p53 interagit avec la protéine Bax, entraînant sa translocation dans la 
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mitochondrie et la libération par celle-ci des agents apoptotiques comme le cytochrome c 

(Wolff et coll., 2008). Ici, les mutations de p53 sont localisées dans la partie C terminale, et il 

est probable qu’elles vont permettre à p53 soit de former un complexe avec la protéine Bax 

afin de l’inhiber soit de former un complexe avec les protéines anti-apoptotiques comme la 

protéine Bcl-2 afin de l’activer et de la stabiliser. Les résultats que nous avons obtenus 

concernant l’augmentation de Bax et la diminution des protéines Bcl-2 et Mcl-1 à la suite de 

l’inhibition de la translocation de p53 par la pifithrine-α (Kelly et coll., 2003) sont en faveur 

de cette hypothèse.  

 

Le facteur de transcription NF-κB joue un rôle central dans la survie cellulaire et 

l’initiation de la réaction inflammatoire (Karin, 2006 ; Sarkar et coll., 2008). Les lupulones 

activent NF-κB uniquement dans les cellules métastatiques SW620. En effet, une 

augmentation des sous-unités p50 et p65, formant le complexe actif de NF-κB dans le noyau 

(Sharma et Narayanan, 1996), est observée dans les cellules SW620. De plus, une inhibition 

de NF-κB par une quinazole, entraîne une nette augmentation de la mort cellulaire. 

NF-κB est un facteur de transcription majoritairement impliqué dans l’initiation de 

l’inflammation et la réponse de l’immunité innée. Toutefois, un grand nombre de ses cibles, 

des récepteurs ou des cytokines comme le TNF-α ou IL-1β, sont liés au développement des 

cancers (Karin, 2006). Des études ont démontré qu’une inflammation chronique comme un 

ulcère colique ou la maladie de Crohn, peut contribuer de manière importante au 

développement d’un cancer colorectal. Les cytokines libérées pendant la réaction 

inflammatoire peuvent activer entre autre  NF-κB, qui va promouvoir la croissance de la 

tumeur colorectale (Fantini et Pallone, 2008). Le facteur NF-κB est capable de réguler 

positivement des gènes anti-apoptotiques comme celui de c-FLIP, une protéine inhibitrice de 

la caspase-8, les inhibiteurs naturels de l’apoptose cIAP-1 et cIAP-2 ou encore les gènes des 

protéines de la famille de Bcl-2, Bcl-XL ou Bcl-2 (Karin et Lin, 2002 ; Sethi et coll., 2008). 

Les lupulones induisent l’activation du facteur NF-κB de manière précoce dans les cellules 

métastatiques et semble activer des systèmes de survie cellulaire en réponse au stress causé 

par ces molécules. Ces résultats nous laisse supposer que NF-κB régule positivement des 

gènes anti-apoptotiques comme ceux de Bcl-2 ou Mcl-1 entraînant la stabilisation de la 

mitochondrie dans les cellules métastatiques SW620. 
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Les voies MAP kinases sont décrites comme des voies importantes lors de la 

régulation de l’apoptose selon la nature du stress cellulaire (Dhillon et coll., 2007). Une 

inhibition de chacune des trois voies JNK, p38 et ERK a mis en évidence l’importante 

implication de la voie p38 dans l’induction de l’apoptose par les lupulones dans les cellules 

métastatiques SW620 ainsi qu’une implication de la voie ERK dans l’activation de 

mécanismes de survie cellulaire en réponse aux lupulones chez les cellules primaires SW480. 

 

En conclusion : 

1. Dans les cellules métastatiques SW620, les lupulones activent en premier lieu la 

voie p38, qui va réguler et initier la transcription et l’expression protéique des récepteurs de 

mort à TRAIL, DR4 et DR5 ainsi que la transcription et l’expression protéique de la p53 

mutée, induisant la fragmentation d’ADN et donc l’apoptose. Une inhibition de la p38 induit 

une nette diminution des protéines Bcl-2, Mcl-1 et Bax à la surface de la membrane 

mitochondriale.  Tout comme la voie JNK, la voie p38 est capable de réguler l’apoptose, la 

progression ou encore la différentiation cellulaire (Dhillon et coll., 2007 ; Olson et Hallahan, 

2004). La voie p38 est activée par des MAP kinase kinases MEKK-3 et MEKK-6, pouvant 

initier l’activité des caspases et donc la mort cellulaire (Zarubin et Han, 2005). De même 

Aesoy et coll démontre que la p38 est impliquée dans l’activation de p53, induisant l’apoptose 

et l’arrêt de la progression du cycle cellulaire (Aesoy et coll., 2008). Nos travaux ont 

démontré que les lupulones activent la voie p38 dans les cellules métastatiques SW620. Celle-

ci va réguler la transcription de DR4 et DR5 ainsi que celle de p53, qui va prolonger l’effet 

apoptotique. Les récepteurs DR4 et DR5 vont initier la caspase-8, qui va activer la caspase-3 

et induire la fragmentation de l’ADN. En parallèle les cellules SW620 activent le facteur NF-

κB en réponse aux lupulones, qui va initier des mécanismes de survie cellulaire. Il est possible 

que NF-κB va entraîner l’augmentation de l’expression des protéines Bcl -2 et Mcl-1 à la 

surface de la membrane mitochondriale afin de la stabiliser en réponse à l’activation de la 

p38. Un schéma récapitulatif des mécanismes impliqués dans l’induction de l’apoptose par les 

lupulones dans les cellules SW620 est représenté par la figure 36. 
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2. Concernant les cellules primaires SW480, ni la voie JNK, ni la voie p38 ne sont 

impliquées dans l’induction de l’apoptose par les lupulones. La voie ERK est impliquée dans 

l’activation de mécanismes de survie cellulaire en réponse aux lupulones. La voie ERK est 

souvent décrite en opposition aux deux autres voies JNK et p38. Elle est principalement 

activée par des facteurs de croissance tandis que les voies JNK et p38 sont activées après un 

stress ou une réaction inflammatoire (Brantley-Finley et coll., 2003 ; Dhillon et coll., 2007).  

Suite à un stimulus  par les facteurs de croissance, la voie Ras/Raf est activée et initie les 

kinases MEK1/2, qui vont activer la voie ERK1/2. Selon la nature des cellules la voie ERK va 

jouer un rôle clé dans la prolifération, la survie et la différenciation cellulaire (Fan et 

Chambers, 2001). Les cellules primaires SW480, en réponse aux lupulones,  activent la voie 

ERK ainsi que la p53, par la phosphorylation de la sérine -15 et surtout de la sérine-392, 

induisant une réponse anti-apoptotique importante. Des études ont démontrés que la voie 

ERK pouvait réguler la p53 et induire son activation notamment par la phosphorylation de la 

serine-15 (Persons et coll., 1993 ; Wu, 2004). Nous pouvons dès lors supposer que la voie 

ERK induite par les lupulones active la p53 entraînant les mécanismes de survie cellulaire. 

Pourtant une inhibition de la voie ERK, n’empêche pas l’augmentation de l’expression de la 

protéine p53 après un traitement aux lupulones. Dans ces cellules, les lupulones entraînent 

une activation des voies apoptotiques extrinsèque et intrinsèque ainsi que différents systèmes 

de survie cellulaire initiés soit par la voie ERK soit par la protéine mutée p53. Un schéma 

récapitulatif des mécanismes impliqués dans l’induction de l’apoptose par les lupulones dans 

les cellules primaires SW480 est représenté par la figure 37. 
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Figure 36: Les mécanismes cellulaires induits par les lupulones pour les cellules SW620. 

Les lupulones activent en parallèle la voie p38 MAP kinase et le facteur de survie NF-

κB. La p38 induit une augmentation de la transcription des gènes apoptotiques DR4, 

DR5 et p53. L’expression protéique de DR4 et DR5 est augmentée à la surface de la 

membrane plasmique et leur activation entraîne l’initiation de la voie extrinsèque et la 

fragmentation de l’ADN. En réponse à cette activation, la mitochondrie surexprime les 

protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Mcl-1 entraînant sa stabilisation et le facteur NF-κB 

initie la transcription de gènes impliqués dans la survie cellulaire. 

QNZ : quinazole ; PFT-α : pifithrin-alpha ; DISC : Death-Induducing Signaling 

Complex ; FADD : Fas Associated Death Domain 
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Figure 37: Les mécanismes cellulaires induits par les lupulones pour les cellules SW480. 

Les lupulones induisent une augmentation des récepteurs de mort DR4 et DR5, qui vont 

activer la voie extrinsèque et intrinsèque. La caspase-8 va activer la caspase-3, ainsi que 

la protéine Bid. La mitochondrie va être perturbée et surexprime majoritairement la 

protéine apoptotique Bax, qui va entraîner la libération du cyt c et une production de 

ROS, essentiellement due à cette perturbation. Le cyt c active la caspase-9, qui active la 

caspase-3 entraînant la fragmentation d’ADN. Une partie de la caspase-3 va être inhibée 

par la protéine XIAP. Les lupulones activent également la voie ERK et la protéine p53, 

qui vont initier des mécanismes de survie. La p53 va se transloquer du noyau vers la 

mitochondrie où elle semble former des complexes protéiques avec les membres de la 

famille Bcl-2 afin de stabiliser la mitochondrie. 

PFT-α : pifithrin-alpha ; DISC : Death-Induducing Signaling Complex ; FADD : Fas 

Associated Death Domain; ROS: Reactive Oxygen Species; XIAP: X-chromosome linked 

IAP; ERK: Extracellular signal-Regulated Kinase 
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III. Effets des lupulones sur un modèle pré-clinique de cancérogenèse expérimentale 

 

Dans le but de confirmer les propriétés anti-cancéreuses des lupulones sur la 

progression du cancer colorectal, nous avons testé leurs effets sur un modèle pré-clinique de 

cancérogenèse expérimentale chez le rat Wistar avec une initiation du cancer induite par un 

agent carcinogène fréquemment utilié, l’azoxyméthane (AOM) (Raju, 2008).  

 

Les foyers de cryptes aberrantes (FCA), sont des lésions prénéoplasiques pouvant 

devenir pré-cancéreuses dans l’ensemble des modèles expérimentaux ainsi que chez les 

humains (Bird, 1987). Dans le modèle pré-clinique animal, ces foyers sont des marqueurs 

biologiques permettant d’identifier  la capacité de molécules naturelles ou de dérivés 

synthétiques, à prévenir ou contrôler le processus de la cancérogenèse du côlon (Reddy, 

2004). En effet, l’incidence de l’apparition des FCA est fortement corrélée avec la formation 

des tumeurs primaires chez les rongeurs. Les modèles de rats les plus utilisés sont les rats 

F344, Sprague-Dawley ou Wistar, âgés entre cinq et six semaines et pesant environ 180 à 

200g. Une dose d’AOM est injectée par voie intrapéritonéale, de 15 mg/kg une fois par 

semaine pendant deux semaines (Pretlow et coll., 1992). Deux semaines après la dernière 

injection, les cellules épithéliales du côlon sont initiées et une population importante de FCA 

primaires apparaît. Durant la phase de promotion (12 semaines après la dernière injection), les 

cellules des cryptes aberrantes vont proliférer, former des clones cancéreux et adopter des 

caractéristiques morphologiques permettant de classer ces foyers, en lésions intermédiaires ou 

avancées. Les douze semaines suivantes vont représenter la phase de progression, avec une 

incidence de l’apparition des lésions avancées à son maximum et une apparition de micro 

adénomes, d’adénomes et d’adénocarcinomes (Raju, 2008). Ce modèle est vraiment très 

attractif, montrant ainsi les trois phases de développement du cancer colorectal en 6 à 7 mois 

contre 10 à 20 ans chez l’humain. Les FCA  traduisent le stade le plus précoce pour 

l’identification d’un processus de cancérogenèse. Ces lésions pré-cancéreuses vont se 

développer ou non et pourront acquérir de nouveaux génotypes et phénotypes permettant une 

classification suivant leur taille, leur degré de dysplasie, la multiplication des foyers ainsi que 

la combinaison de leur dysplasie et leur multiplication. Cette classification est primordiale 

pour comprendre le développement de la maladie (Raju, 2008). 
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Les lupulones entraînent sur ce modèle pré-clinique de cancérogenèse, une nette 

diminution de l’apparition de FCA, présents à la surface de la muqueuse du côlon, ainsi 

qu’une diminution du nombre total de tumeurs. En effet, sept mois après la dernière injection 

d’AOM, les rats ont développé des FCA primaires ou de plus grandes tailles ainsi que des 

adénocarcinomes primaires. Les lupulones utilisés à des doses de 0,8 et 4 mg/kg/jour 

induisent alors une réduction, respectivement de 30 et 50% du nombre de FCA. De même le 

nombre de tumeurs primaires formées est drastiquement réduit après un traitement aux 

lupulones de 70 et 80%. Ces résultats montrent pour la première fois le haut potentiel des 

lupulones comme agent chimiopréventif et leurs propriétés anti-carcinogènes puissantes. 

D’autres études devront être menées sur le mécanisme d’action des lupulones  dans ces 

conditions in vivo. 

 

 

IV. Conclusion générale 

 

Durant ces dernières années, il a été démontré qu’un régime alimentaire riche en 

fruits et en légumes peut empêcher le développement de cancers, surtout celui du cancer 

colorectal ainsi que le développement de maladies cardiovasculaires. La chimioprévention ou 

l’identification de substances naturelles biologiquement actives participant à ces effets 

bénéfiques a montré le grand intérêt thérapeutique de nombreux micronutriments comme les 

flavonoïdes ou plus généralement les polyphénols. Le houblon renferme dans les glandes de 

lupulines des flavonoïdes et des acides phénoliques appelés les acides amers du houblon, 

divisés en deux familles les humulones et les lupulones. Les activités biologiques de ces 

acides amers du houblon démontrent de leurs grandes propriétés anti-bactériennes. Des études 

préalables ont pu mettre en évidence les propriétés anti-cancéreuses et anti-angiogéniques des 

humulones mais les activités biologiques des lupulones restent peu ou mal connues. 

 

Les études que nous avons menées sur un modèle in vitro de la progression des 

cellules primaires coliques humaines SW480 à leurs dérivées métastatiques SW620 ont 

permis de démontrer que les lupulones possèdent de grandes propriétés anti-cancéreuses en 

activant des voies apoptotiques impliquant les récepteurs de mort de TRAIL, DR4 et DR5.  

- Les lupulones activent les récepteurs DR4 et DR5 pour les cellules SW480 initiant 

l’activation des voies intrinsèque et extrinsèque et l’apoptose. Les lupulones entraînent 
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également l’activation de mécanismes de survie cellulaire qui sont initiés par deux 

voies différentes, la voie ERK MAP kinase et la voie de la protéine p53. 

- Pour les cellules métastatiques SW620, résistantes à TRAIL, les lupulones activent 

principalement la voie p38 MAP kinase, induisant l’activation des récepteurs DR4 et 

DR5 et l’initiation de la voie extrinsèque et de l’apoptose. En parallèle une réponse de 

survie cellulaire est initiée précocement par le facteur NF-κB, mais avec une faible 

efficacité. 

 

Les études menées sur un modèle pré-clinique de la cancérogenèse expérimentale 

représenté par les rats Wistar traités à l’AOM ont également démontré les propriétés anti-

cancéreuses des lupulones. En effet, après sept mois de traitement aux lupulones, les 

apparitions et le nombre de polypes intermédiaires ont nettement diminué de même que le 

nombre de tumeurs primaires. 

 

Ce travail démontre pour la première fois le haut potentiel des lupulones, 

microconstituants de la plante du houblon, comme agents de chimioprévention contre le 

cancer colorectal. Il renforce également la nécessité d’approfondir les études pré-cliniques et 

de déterminer le mécanisme d’action des lupulones sur les tumeurs primaires, leur 

biodisponibilité  ou encore l’étude de leur métabolisation au sein d’un organisme. De 

nouvelles études devront également être menées sur le modèle in vitro concernant dans un 

premier temps la détermination de l’origine de la réponse apoptotique dans les lignées 

primaires SW480 puis dans un deuxième temps l’étude de l’activation induite par les 

lupulones, d’autres types de mort cellulaire, comme la sénescence, la catastrophe mitotique et 

surtout l’autophagie qui présente beaucoup de médiateurs communs avec l’apoptose. 
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