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 Résumé 

 

Implication du système thiorédoxine dans la régulation des phosphatases CDC25 

dans des cellules de cancer du sein en condition de stress oxydant  

Résumé : 

 

De récentes études suggèrent que la régulation des phosphatases par le peroxyde d’hydrogène 

pourrait jouer un rôle important dans la signalisation cellulaire. Dans les cellules cancéreuses qui 

possèdent un statut redox souvent pro-oxydant, ce mécanisme de régulation pourrait être crucial pour 

la prolifération tumorale. Les phosphatases CDC25 (A, B et C) sont des régulateurs de la progression 

du cycle cellulaire. Sohn et Rudolph ont montré que les CDC25B et C peuvent être inactivées par le 

peroxyde d’hydrogène et réactivées en présence du système thiorédoxine/thiorédoxine réductase 

(trx/trxR), in vitro. L’existence d’une telle régulation dans des cellules cancéreuses pourrait ouvrir de 

nouvelles voies thérapeutiques puisqu’une inhibition des trxR ou des trx pourrait induire une 

inhibition des CDC25 et ainsi prévenir la croissance tumorale. 

 Après avoir vérifié que CDC25A était également sensible au peroxyde d’hydrogène et 

réactivable in vitro par le système trx/trxR, les effets du peroxyde d’hydrogène et de deux inhibiteurs 

du système trx/trxR, l’Auranofine et l’Acroléine, ont été testés sur des lignées d’adénocarcinome 

mammaire humain (MCF7 et MDA-MB 231). Ces deux lignées présentent des niveaux d’expression 

variables pour la trx1. Dans les deux types de cellules, H2O2 induit un arrêt du cycle cellulaire malgré 

l’absence d’inhibition totale des CDC25. La conservation de l’état de phosphorylation des CDK lors 

de ce traitement témoigne donc de l’existence d’un système protecteur efficace pour ces phosphatases. 

L’inhibition totale des trxR par l’Auranofine engendre des effets cytotoxiques et une production de 

peroxydes dans les deux lignées. Il en est de même pour les cellules MDA-MB 231 traitées par 

l’Acroléine alors que les cellules MCF7 sont totalement résistantes à cette molécule. Le traitement des 

cellules par l’Auranofine induit un stress oxydant modéré car il n’altère pas le taux intracellulaire de 

glutathion, n’induit pas d’oxydation des trx1 et ne modifie pas la répartition des cellules dans le cycle 

cellulaire. Toutefois, ce traitement induit des cassures de l’ADN qui peuvent expliquer la cytotoxicité 

de ce composé. L’Acroléine au contraire provoque, dans les cellules MDA-MB 231, une importante 

déplétion en glutathion associé à une oxydation majeure des trx1 et à un arrêt du cycle cellulaire. Ce 

dernier ne semble toutefois pas dû à une hyper-phosphorylation des CDK, ce qui suggère qu’une 

altération complète du système trx/trxR n’induit pas une inhibition totale des CDC25.  

Afin d’apporter des éléments nouveaux pour la compréhension des mécanismes de régulation 

redox des CDC25 et du cycle cellulaire dans les cellules de cancer du sein, nous avons ensuite étudié 

les impacts d’une surexpression de la Mn-SOD dans les cellules MCF7 puisque ces dernières sous-

expriment cette protéine par rapport aux cellules MDA-MB 231. Les résultats obtenus révèlent que la 

répartition des cellules dans le cycle cellulaire et la phosphorylation des CDK ne sont pas sensibles à 

ce changement d’expression.  

Dans ce travail nous avons donc pu mettre en évidence que le rôle des CDC25 dans la 

régulation du cycle cellulaire n’est pas dépendant de l’état de fonctionnalité du système trx/trxR ou du 

niveau d’expression des Mn-SOD mais qu’il existe un système protecteur puissant qui permet de 

maintenir au moins en partie l’activité de déphosphorylation des CDC25 en milieu pro-oxydant dans 

les cellules de cancer du sein. 

Mots clefs : Cancer du sein, CDC25, système trx/trxR, régulation redox, stress oxydant 

 



 Abstract 

 
 

Involvement of thioredoxine system in CDC25 phosphatase regulation in breast 

cancer cells in oxidative stress condition 

 

Abstract : 

 Recent studies suggest that the regulation of phosphatases by hydrogen peroxide may play an 

important role in cell signaling. In cancer cells, which often possess a pro-oxidative redox state, this 

regulation could be essential for tumor growth. CDC25 phosphatases (A, B and C) are key regulators 

of cell cycle progression. Sohn and Rudolph have shown that CDC25B and C are inactivated by 

hydrogen peroxide and reactivated by the thioredoxin/thioredoxin reductase system (trx/trxR), in vitro. 

Such regulation in cancer cells could open new therapeutic avenues since the inhibition of trxR or trx 

could induce a CDC25 inhibition and so prevent tumor cell multiplication.  

After verifying that CDC25 activity is sensitive to H202 and could be restored by trx/trxR 

system in vitro, the effects of hydrogen peroxide and that of two trx/trxR inhibitors (Auranofin and 

Acrolein) was tested on human breast adenocarcinoma cells (MCF7 and MDA-MB 231). These two 

cell lines exhibit differential expression level for trx1. In both cell lines, H202 could induce a cell cycle 

arrest in spite of the lack of a full CDC25 inhibition. The maintenance of the CDK phosphorylation 

state suggests that an efficient protective system exists for these phosphatases. The total inhibition of 

trxR by Auranofin led to cytotoxic effects and peroxide production in both cell lines. Similar results 

were obtained for MDA-MB 231 cells treated with Acrolein while MCF7 cells were found to be 

resistant to this compound. Auranofin could trigger a moderate oxidative stress in treated cells without 

affecting intracellular GSH content, trx1 oxidation and cell cycle distribution. However, this treatment 

could trigger double-strand DNA breaks, which could explain the cytotoxicity of Auranofin. 

Conversely, Acrolein could provoke a strong GSH depletion associated with a full oxidation of trx1 

and a cell cycle arrest in MDA-MB 231 cells. Nevertheless, this cell cycle disruption was not due to 

CDK hyper-phosphorylation, suggesting that a total inhibition of the trx/trxR system does not trigger a 

full CDC25 inhibition.  

Furthermore, in order to bring additional knowledge about CDC25 and cell cycle oxidative 

regulation in breast cancer cells, we have studied the effects of the Mn-SOD over-expression in MCF7 

cells. In this cell line, Mn-SOD expression level was found to be lower than in MDA-MB 231 cells. 

Our results showed that the cell cycle distribution and CDK phosphorylation are not affected by Mn-

SOD over-expression. 

 In conclusion, we have shown in this work that the CDC25 function in cell cycle regulation is 

independent of both a functional trx/trxR system and Mn-SOD expression level but that, under pro-

oxidative conditions, a potent protective system maintains at least partially CDC25 dephosphorylation 

activity in breast cancer cells.     

  

Key words : Breast Cancer, CDC25, trx/trxR system, redox regulation, oxidative stress 
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I. CYCLE CELLULAIRE ET PHOSPHATASES CDC25 

 I.1. Le cycle cellulaire 

 C’est en 1858 que le concept de la multiplication cellulaire par division est né,   

l’Allemand  Rudolf  Virchow (1821–1902) formulant alors le célèbre axiome : « toute cellule 

provient d’une cellule ».  La croissance et la division cellulaire sont des processus essentiels à 

la survie d’un individu et à la propagation d’une espèce. Le cycle cellulaire correspond aux 

différentes étapes de la vie d’une cellule, de sa naissance après division de sa cellule mère 

jusqu’à sa propre division en deux cellules filles. Il comprend l’interphase et la phase 

mitotique. L’interphase constitue 90 % du cycle, elle comprend la phase G1 (Gap 1), la phase 

S et la phase G2 (Gap 2). La phase mitotique est encore appelée phase M. La phase G1 est 

une phase de croissance cellulaire et de préparation à la réplication de l’ADN, la phase S est 

une phase de synthèse d’ADN durant laquelle s’effectue la réplication de l’ADN et la phase 

G2 est une phase de croissance et de préparation à la mitose (figure 1) (Viallard et al., 2001). 

 La progression du cycle cellulaire est régulée par l’activation séquentielle de kinases 

hétérodimériques appelées CDK pour « cyclin-dependent kinases » et la subséquente 

phosphorylation de leur substrat. Les CDK sont constituées d’une sous-unité sérine et 

thréonine kinase qui est activée par son association avec une sous-unité cycline régulatrice.  

La progression à travers la phase G1 est prise en charge par les complexes CDK4/Cycline D 

et CDK6/CyclineD et la transition G1/S est assurée par le complexe CDK2/Cycline E. La 

progression à travers la phase S est dépendante de l’accumulation du complexe 

CDK2/Cycline A qui est essentiel pour la réplication de l’ADN. CDK2 et CDK1 participent 

toutes les deux à la transition G2/M avec les cyclines A et B respectivement alors que la 

progression de la phase M est assurée majoritairement par le complexe CDK1/Cycline B1, 

également appelé MPF pour « Mitosis-Promoting Factor » (figure 1) (Kiyokawa and Ray, 

2008; Malumbres and Barbacid, 2009; Kurzawa and Morris, 2010).  

L’entrée et la progression en phase G1 dépendent de facteurs mitogènes tels que les facteurs 

de croissances, les hormones, les signaux de contact entre cellules. En début de phase G1, il 

existe une « barrière » appelée « point de restriction ». Dans le cas d’une privation en facteurs 

de croissance, le cycle sera stoppé au niveau de ce point de restriction et les cellules passeront 

dans un état de quiescence nommé Go. Ensuite, au cours de la progression du cycle, le 

passage d’une phase à l’autre est soumis à une régulation fine mettant en jeu des voies 

métaboliques capables d’arrêter le cycle. Ces passages régulés sont communément appelés 
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« points de contrôle ». Il existe trois points de contrôle qui interviennent respectivement à la 

transition G1/S, à la transition G2/M et à la transition métaphase/anaphase. Les paramètres 

évalués au niveau de ces points de régulation sont l’intégrité de l’ADN avant l’entrée en phase 

S, la fidélité de la réplication avant l’entrée en phase M et le bon positionnement du fuseau 

mitotique avant le déroulement de l’anaphase. En cas d’erreurs ou de dysfonctionnement, le 

cycle cellulaire est stoppé pour permettre la réparation des dommages (Vermeulen et al., 

2003).  

 

Figure 1 : Régulation du cycle cellulaire par l’activation ou l’inhibition des complexes 

Cyclines / CDK (Aressy and Ducommun, 2008; Kurzawa and Morris, 2010). 

Afin de stopper le cycle ou au contraire de permettre sa progression, l’activité CDK est 

régulée par de nombreux mécanismes. D’une part, l’activité CDK est régulée négativement 

par des protéines appartenant à la famille KIP/CIP (p21, p27 et p57) et à la famille INK4 

(p16, p15, p18 et p19), ces protéines s’associant physiquement avec les complexes 

CDK/Cycline pour inhiber leur activité. D’autre part, l’activité catalytique de la sous-unité 

CDK peut également être activée ou inactivée par phosphorylation en fonction de l’acide 

aminé considéré. La phosphorylation du résidu thréonine au niveau de la boucle T de chaque 
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CDK (Thr 161 de CDK1, Thr 160 de CDK2, Thr 172 de CDK4) par des kinases activatrices 

(CAK) comme CDK7/Cycline H et CAK1, est requise pour une activation totale. En effet, 

cette phosphorylation induit un changement conformationnel des CDK qui favorise leur 

liaison avec les cyclines. A l’inverse, la phosphorylation des résidus Tyr 15 des CDK1 et 

CDK2 et Tyr 17 de CDK4, situés dans le domaine de liaison à l’ATP, est inhibitrice pour 

l’activité CDK. La phosphorylation de ces résidus tyrosine ainsi que la phosphorylation de 

leur résidu thréonine adjacent (Thr14 pour CDK1 et CDK2) est catalysée par les protéines 

kinases Wee1, Mik1 et Myt1 immédiatement après l’assemblage des CDK avec les cyclines. 

La phosphorylation inhibitrice des CDK1 et CDK2 constitue le mécanisme majeur du point de 

contrôle en G2/M de façon à retarder ou arrêter le cycle cellulaire en réponse aux dommages 

cellulaires. La réactivation par déphosphorylation des CDK est permise par l’action des 

phosphatases CDC25 qui jouent ainsi un rôle clef dans la progression du cycle cellulaire 

(figure 1) (Kiyokawa and Ray, 2008; Malumbres and Barbacid, 2009; Kurzawa and Morris, 

2010). 

 I.2. Les phosphatases CDC25 

 Les phosphatases CDC25 (Cell division cycle 25) sont des phosphatases à double 

spécificité (dsPases) qui déphosphorylent à la fois les résidus pTyr et pThr. Chez les 

mammifères, il existe trois isoformes de CDC25 : CDC25A, B et C. Chaque isoforme est 

codée par un gène unique localisé sur différents chromosomes (3p21, 20p13 et 5q31 

respectivement). De plus, un mécanisme d’épissage alternatif génère 2 variants pour 

CDC25A, 7 variants pour CDC25B et 5 variants pour CDC25C. Ces derniers contribuent à la 

régulation spatiale et temporelle des complexes CDK/Cycline (Aressy and Ducommun, 2008; 

Lavecchia et al., 2009; Jullien et al., 2011).  

  I.2.1. Fonction 

 Le rôle des phosphatases CDC25 dans la régulation du cycle cellulaire a été largement 

discuté au cours des quinze dernières années. Bien que les premières études suggéraient que 

chacune des isoenzymes intervenait de façon très spécifique lors d’une phase du cycle, des 

études plus récentes ont démontré que les trois isoformes jouent un rôle essentiel et 

complémentaire durant les transitions G1-S et G2-M mais également durant la mitose 

(Boutros et al., 2006; Timofeev et al., 2010). 
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Ainsi, il est couramment admis que CDC25A permet la déphosphorylation des pThr14 et 

pTyr15 de la kinase des complexes cyclines (E ou A)/CDK2. La kinase, alors activée, 

phosphoryle la protéine du rétinoblastome (pRB), ce qui permet la libération du facteur de 

transcription de la famille E2F qui peut alors exercer son action sur les gènes permettant 

l’entrée de la cellule en phase S (Sanchez and Dynlacht, 2005). Cependant il semblerait que 

CDC25A ne suffise pas à elle seule pour que cette transition s’opère puisque des ARN 

interférents dirigés contre CDC25B et C peuvent inhiber la progression en phase S même en 

présence de CDC25A fonctionnelle (Garner-Hamrick and Fisher, 1998; Turowski et al., 

2003). Bien que les cibles de CDC25B et C dans cette transition ne soient pas clairement 

connues, ces résultats suggèrent que les 3 isoformes de CDC25 sont capables de promouvoir 

l’entrée des cellules en phase S. Classiquement, CDC25B est plutôt connue pour activer le 

pool centrosomal de complexes cyclineB/CDK1 pendant la transition G2-M, cette activation 

étant ensuite maintenue grâce à l’action des CDC25C dans le noyau au début de la mitose 

(Gabrielli et al., 1997; Lindqvist et al., 2005). Là aussi, de récentes études ont suggéré que 

CDC25A aurait, elle aussi, un rôle à jouer dans la transition G2-M puisqu’il a été montré 

qu’une surexpression de CDC25A accélère la division cellulaire alors qu’une diminution de 

son expression après utilisation d’un ARN interférent retarde l’entrée des cellules en mitose 

(Mailand et al., 2002). CDC25A serait en effet capable de maintenir l’assemblage et donc 

l’activation des complexes cyclineB/CDK1 dans le noyau permettant ainsi la condensation 

des chromosomes et l’entrée des cellules en mitose (Boutros, Dozier et al., 2006; Aressy and 

Ducommun, 2008; Timofeev, Cizmecioglu et al., 2010). 

  I.2.2. Structure 

 La séquence polypeptidique des phosphatases CDC25 contient entre 300 et 600 

résidus d’acide aminé selon les isoformes et les variants d’épissage, et peut être divisée en 

deux domaines : un domaine régulateur N-terminal, fortement divergent entre les trois 

isoformes, avec seulement 20 à 25% d’identité, et un domaine catalytique C-terminal plus 

conservé, avec 60 % d’homologie entre les CDC25A, B et C.  

Le domaine régulateur N-terminal contient de nombreux sites de phosphorylation et 

d’ubiquitinylation impliqués dans la régulation de l’activité CDC25, dans la stabilité de la 

protéine et dans ses associations avec différentes protéines régulatrices. Il contient également 

des séquences signal d’importation ou d’exportation nucléaire « NLS » (nuclear localization 

signal) et « NES » (nuclear export signal), qui contrôlent la localisation intracellulaire, 

nucléaire ou cytoplasmique, des phosphatases CDC25 (figure 2). 
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Figure 2 : Structure primaire générale des phosphatases CDC25 et modifications post-

traductionnelles (Boutros, Dozier et al., 2006). 

La structure cristalline des domaines catalytiques des CDC25A et B libres de leur substrat a 

été résolue par cristallographie aux rayons X, permettant d’établir des données essentielles 

concernant l’organisation tridimensionnelle de leur site actif. Le domaine catalytique est 

composé de 5 feuillets β parallèles centraux pris en sandwich entre trois hélices α en dessous 

et deux hélices α au dessus (figure 3).  

 

 

Figure 3 : Structure tridimensionnelle de CDC25A (a) et B (b) déterminée par 

cristallographie aux rayons X (Park et al., 2008). 

Les résidus C-terminaux en position 31 pour CDC25A et en position 17 pour CDC25B ne 

sont pas visibles au sein de cette structure complexe, d’autant plus que CDC25B présente une 

hélice α supplémentaire à proximité de son site actif. 

 Les CDC25 possèdent au niveau de leur site actif une séquence « HCX5R » caractéristique 

des protéines de la famille des PTP (protein tyrosine phosphatase). Dans cette séquence type, 

« H » représente un résidu histidine hautement conservé, « C » correspond à la cystéine 

catalytique,  « X5 » représente 5 résidus qui forment une boucle dans laquelle les hydrogènes 

des groupements amides se lient aux phosphates des substrats et « R » représente un résidu 
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arginine hautement conservé requis pour la liaison des acides aminés phosphorylés au substrat 

(figure 4). Ce motif caractéristique est situé au sommet d’une hélice α, favorisant ainsi la 

déprotonation de la cystéine catalytique.  

 

Figure 4 : Boucle de résidus clefs du site actif de CDC25B (Rudolph, 2005). 

Contrairement à d’autres phosphatases, le site actif des CDC25 semble être très accessible, 

puisqu’il est peu profond et présente une large interface d’interaction avec d’autres protéines. 

En effet, à l’inverse des PTP1B (protein tyrosine phosphatase 1B) dont le site actif est enfoui 

dans une cavité qui restreint la spécificité de substrat aux tyrosines phosphorylées, le site actif 

ouvert des CDC25 peut recevoir les groupements phosphorylés des tyrosines et des thréonines 

ce qui leur confère leur double spécificité de substrat. Des constructions de CDC25, contenant 

toute la séquence polypeptidique ou contenant uniquement le domaine catalytique, présentent 

la même activité pour le substrat CDK2/CyclineA. Cette observation suggère que tous les 

éléments essentiels à la reconnaissance du substrat se situent au niveau du site actif. Bien qu’il 

n’y ait apparemment pas de structure spécifique à la reconnaissance du substrat comme une 

boucle auxiliaire au sein de la structure tridimensionnelle des CDC25, trois résidus (Arg488, 

Arg492, Tyr497) appelés « Hotspot », localisés à 20-30 Å du site actif chez CDC25B, 

semblent avoir un important rôle à jouer dans la reconnaissance et la spécificité du substrat 

(Rudolph, 2007; Aressy and Ducommun, 2008).  

  I.2.3. Mécanisme catalytique 

 Le mécanisme catalytique général des PTPs contenant le motif HCX5R se déroule en 

deux étapes et implique la participation de deux résidus catalytiques clefs : un anion thiolate 

et un acide catalytique protoné. Le groupement phosphorylé du substrat est maintenu dans la 

boucle du site actif suite à la formation de liaisons hydrogène avec les groupements amides 
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des 5 résidus « X5 » et avec l’arginine du motif HCX5R. Lors de la première étape de la 

réaction, l’anion thiolate de la cystéine catalytique attaque le groupement phosphate 

bisanionique du substrat. Le produit intermédiaire (substrat-phosphate-cystéine catalytique) 

alors formé est ensuite protoné par action de l’acide catalytique (aspartate), permettant ainsi le 

départ du substrat déphosphorylé. Dans la seconde étape de la réaction, l’intermédiaire 

phospho-cystéine restant est hydrolysé après attaque par une molécule d’eau, elle même 

préalablement activée par l’aspartate qui fait alors office de base (figure 5) (Rudolph, 2007). 

 

Figure 5 : Mécanisme catalytique général des PTPs (Rudolph, 2007). 

Le mécanisme catalytique des CDC25 obéit au schéma global établi pour l’ensemble des PTP 

au détail près que l’identité de l’acide catalytique n’est pas clairement établie pour les 

CDC25. En effet, deux cas de figures distincts semblent exister : il semblerait que la réaction 

ne nécessite pas d’acide catalytique pour des substrats avec un groupement partant présentant 

un pKa inférieur à 8 alors que pour des substrats avec un groupement partant dont le pKa est 

supérieur à 8, un acide catalytique semble être strictement requis mais n’a pas encore été 

clairement identifié. L’hypothèse la plus probable évoque l’action du résidu Glu431 chez 

CDC25A. Les CDC25 étant des PTPs à double spécificité, elles agissent sur leur substrat en 

enchaînant deux cycles catalytiques : l’enzyme se dissocie de son substrat après un premier 

cycle catalytique c'est-à-dire après la déphosphorylation de la phospho-tyrosine et doit se 

réassocier et procéder à un deuxième cycle catalytique pour déphosphoryler la phospho-

thréonine (Rudolph, 2007).  

  I.2.4. Mécanismes de régulation des CDC25 

 La progression et l’arrêt du cycle cellulaire sont intimement liés à la régulation de la 

synthèse, de la dégradation, de la localisation et de l’activité des phosphatases CDC25. 
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   I.2.4.1. Régulation de l’expression et de la localisation 

intracellulaire des CDC25 

 L’équilibre entre la synthèse et la dégradation des CDC25 est hautement régulé. Parmi 

les trois isoformes, CDC25C semble être la plus stable. En effet, bien que sa transcription 

présente des variations au cours du cycle avec un pic en phase G2, son niveau protéique reste 

lui relativement stable avec une demi-vie de 12 h. Les quantités intracellulaires de CDC25A 

et B sont par contre variables en fonction de la phase du cycle considérée.  

CDC25A est exprimée en milieu de phase G1 sous l’action du facteur de transcription E2F et 

du proto oncogène c-Myc mais cette synthèse de novo est contrebalancée par une dégradation 

à travers la voie du complexe SCF-βTrCP (Skp1/Cullin/F-box – β transducin repeat-

containing protein) ubiquitine ligase jusqu’à l’entrée en mitose. CDC25A est stabilisée par sa 

phosphorylation par le complexe CDK1/CyclineB au cours de la transition G2/M, cette 

stabilisation lui permettant d’assurer son rôle en début de phase M. Le niveau de CDC25A 

diminue ensuite rapidement en sortie de mitose et début de phase G1 suite à sa dégradation 

médiée par une ubiquitinylation dépendante du complexe APC/C (anaphase promoting 

complex/cyclosome). La dégradation des CDC25A par les complexes de ligation à l’ubiquitine 

nécessite la reconnaissance de motifs spécifiques localisés dans le domaine N-terminal de la 

protéine. Ainsi, la liaison de CDC25A avec le complexe APC/C requiert la reconnaissance 

d’une boîte de destruction « KEN » (KEN box) alors que l’interaction avec le complexe SCF-

βTrCP est dépendante de la phosphorylation de résidus sérine localisés dans des motifs 

appelés DSG (Boutros et al., 2007; Aressy and Ducommun, 2008). Par exemple, durant 

l’interphase l’association de CDC25A avec le complexe SCF-βTrCP nécessite la 

phosphorylation du résidu sérine 82 dans le motif DSG. La phosphorylation de ce résidu est 

favorisée par la phosphorylation de résidus voisins tels que les résidus S76, S79 et T80. Deux 

études récentes ont montré que la kinase GSK-3β (glycogen synthase kinase-3β) 

phosphorylerait dans un premier temps le résidu S76 permettant ensuite à la kinase CK1α 

(casein kinase 1 α) de phosphoryler les résidus S79 et S82 (Kang et al., 2008; Honaker and 

Piwnica-Worms, 2010).  

Pour sa part, l’expression de CDC25B augmente en milieu de phase S, culmine au cours de la 

transition G2-M puis diminue. CDC25B, très instable, est dégradée par le protéasome. Cette 

dégradation est consécutive à la liaison avec le complexe SCF-βTrCP mais, contrairement à 

CDC25A, cette liaison ne nécessite pas de phosphorylation préalable puisqu’elle s’opère au 
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niveau d’un motif « D-D-G » non phosphorylé (Boutros, Lobjois et al., 2007; Aressy and 

Ducommun, 2008).  

La régulation subcellulaire des CDC25 au cours du cycle cellulaire est contrôlée par un 

processus dynamique de navettes entre le noyau et le cytoplasme. Leur transfert du 

cytoplasme vers le noyau est géré à la fois par la présence des séquences NLS et NES dans le 

domaine régulateur de chaque CDC25 mais également par l’interaction de ces dernières avec 

des protéines de la famille 14-3-3 qui engendre leur séquestration cytoplasmique. Pour que 

cette interaction ait lieu, il est nécessaire que les phosphatases CDC25 soient phosphorylées 

au niveau d’un résidu sérine par les kinases chk1 (checkpoint kinase 1) ou C-TAK1 (Cdc 

twenty-five C associated protein kinase) afin qu’un site de liaison puisse être créé. CDC25C, 

par exemple, est séquestrée dans le cytoplasme par la protéine 14-3-3 durant l’interphase 

après phosphorylation du résidu S216 par C-TAK1. Les deux protéines se dissocient ensuite 

au début de la mitose, permettant la reconnaissance de la séquence NLS de la CDC25 par la 

machinerie d’importation nucléaire. CDC25C est alors transloquée dans le noyau où elle va 

déphosphoryler le complexe CDK1/CyclineB. Cette translocation serait de plus favorisée par 

la phosphorylation de résidus sérine dans la séquence NES par les kinases PLK1 et PLK3 

(Polo-like kinase).  La régulation de la localisation des CDC25A et B est basée sur le même 

schéma, seuls variant les kinases impliquées et les résidus phosphorylés (Boutros, Dozier et 

al., 2006; Aressy and Ducommun, 2008).  

   I.2.4.2. Séquestration et dégradation des CDC25 lors de 

dommages à l’ADN 

 Lorsque la cellule est exposée à différents stress qui altèrent son ADN, tels que des 

radiations ionisantes, des rayonnements ultraviolets ou des inhibiteurs de réplication, le cycle 

cellulaire est interrompu au niveau des points de contrôle, afin que la cellule puisse réparer 

ses dommages dont l’accumulation pourrait causer sa transformation ou sa mort. Cet arrêt du 

cycle est possible grâce à un mécanisme de régulation des CDC25. En effet, en fonction du 

type de dommages apparus au niveau de l’ADN, des kinases nommées ATM (ataxia-

telangiectasia mutated), ATR (Rad3-related) ou p38 SAPK (p38 stress-activated kinase) 

phosphorylent d’autres kinases telles que Chk1, Chk2 (checkpoint kinase) ou MK2 (MAPKAP 

kinase-2, également appelée Chk3) qui à leur tour phosphorylent les CDC25 (figure 6) 

(Reinhardt and Yaffe, 2009). 

 



Introduction 

23 

 

 

Figure 6 : Voies de régulation des phosphatases CDC25 en réponse à des altérations de 

l’ADN (Aressy and Ducommun, 2008). 

Chk: Checkpoint Kinase, MK: MAPKAP kinase-2, ATM: Ataxia Telangiectasia Mutated, 

ATR: ATM and Rad3 related 

Ainsi, CDC25A serait impliquée dans l’arrêt du cycle en réponse à des dommages de l’ADN 

au niveau des transitions G1/S et G2/M mais également pendant la phase S. Cet arrêt du cycle 

interviendrait suite à la phosphorylation de CDC25A au niveau des résidus S76 et S124 qui 

déclenche un processus d’ubiquitinylation conduisant à la dégradation de la phosphatase par 

le protéasome (figure 6).  

L’arrêt en G2 engendré par des anomalies au niveau de l’ADN est également médié par la 

phosphorylation de CDC25C au niveau du résidu S216. Cette phosphorylation permet la 

liaison de CDC25C avec des protéines membres de la famille 14-3-3 et donc sa séquestration 

dans le cytoplasme. Elle ne pourra donc pas rejoindre ses partenaires CDK1/cyclineB dans le 

noyau, empêchant ainsi l’entrée de la cellule en mitose (figure 6).  

CDC25B subirait le même sort que CDC25C en cas d’altérations de l’ADN avec cette fois 

une phosphorylation au niveau du résidu S323 (figure 6) (Karlsson-Rosenthal and Millar, 

2006; Aressy and Ducommun, 2008; Lavecchia, Di Giovanni et al., 2009). 
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   I.2.4.3. Régulation de l’activité des CDC25 

    I.2.4.3.1. Régulation de l’activité CDC25 par 

phosphorylation 

 La régulation de l’activité catalytique des phosphatases CDC25 est dépendante de 

l’activité de nombreuses kinases parmi lesquelles leurs propres substrats, les complexes 

CDK/cycline. Ce type de régulation a été plus amplement décrit pour les CDC25B et C. 

CDC25B est régulée positivement par phosphorylation de S353 par la kinase Aurora A, 

permettant ainsi l’activation du complexe CDK1/cycline B au niveau du centrosome. 

L’activation de CDC25B et C est ensuite maintenue par ce même complexe dans le noyau, 

créant ainsi une boucle d’amplification qui permet l’entrée en mitose. Au cours de la mitose, 

une kinase supplémentaire, Polo-like kinase 1, entre dans cette boucle d’amplification en 

phosphorylant CDC25C (Bagheri-Yarmand et al., 2010). D’autres kinases comme CKII 

(casein kinase II) ou pEg3 (Paternally-expressed gene 3) ont également été décrites comme 

des régulateurs directs de l’activité phosphatase de CDC25B, et CaMK2 

(Calcium/Calmodulin-dependent Protein Kinase Type II) comme kinase stimulatrice de 

l’activité de CDC25C (Aressy and Ducommun, 2008). 

    I.2.4.3.2. Régulation « redox » de l’activité CDC25 

 Comme précédemment précisé dans le chapitre I.2.2, les phosphatases CDC25 sont 

caractérisées par la présence dans leur site actif du motif [HCX5R] caractéristique des 

PTPases. La cystéine de ce site catalytique (Cys
431

 pour CDC25A, Cys
473

 pour CDC25B et 

Cys
377

 pour CDC25C) est un résidu très réactif et déterminant pour l’activité (cf I.2.2). Ces 

cystéines sont très sensibles à l’oxydation. Cette oxydation engendre l’inactivation de 

l’enzyme alors incapable de réagir avec son substrat. 

En effet, lorsque l’enzyme est sous sa forme libre, la cystéine catalytique est sous forme 

d’anion thiolate. Ce dernier possède un pKa exceptionnellement faible (5,8 chez CDC25 B 

par exemple contre 8,3 dans d’autres protéines). Ce faible pKa lui confère une grande 

réactivité vis-à-vis des espèces réactives de l’oxygène (ERO). Ainsi, en présence d’un excès 

de peroxyde d’hydrogène (H2O2) ou d’anion superoxyde (O2
.-
), il y a formation d’un acide 

sulfénique (-SO
-
), très instable, qui peut être lui-même oxydé en acide sulfinique (-SO2

-
), ou 

même en acide sulfonique (-SO3
-
). Lorsque l’oxydation passe le stade d’acide sulfinique, le 

processus devient irréversible et l’activité catalytique nulle (figure 7) (Sohn and Rudolph, 

2003; Brisson et al., 2005; Rudolph, 2007). Une telle transformation irréversible de la 
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cystéine catalytique pourrait constituer un signal de dégradation de l’enzyme. En effet, il a été 

montré que les CDC25A et les CDC25C sont dégradées lors d’un traitement de cellules HeLa 

par du peroxyde d’hydrogène et que cette dégradation est indépendante de la voie des 

checkpoint kinases et du protéasome, suggérant une interaction directe entre les ERO et les 

phosphatases CDC25 (Savitsky and Finkel, 2002; Brisson et al., 2007).  

Par contre, si la concentration en ERO est modérée, l’acide sulfénique pourra réagir avec une 

autre cystéine située à l’extérieur du site actif (cystéine backdoor) pour former un pont 

disulfure (Buhrman et al., 2005; Rudolph, 2005). Ce mécanisme a été démontré, in vitro, pour 

les CDC25B et C, mais il est probable que CDC25A subisse les mêmes transformations (Sohn 

and Rudolph, 2003). Dans le cas de CDC25C, la formation de ce pont disulfure induirait une 

modification de la conformation de l’enzyme facilitant sa liaison avec la protéine 14-3-3 et sa 

subséquente séquestration dans le cytoplasme (Savitsky and Finkel, 2002).  

 

Figure 7 : Cycle d’oxydation de la cystéine catalytique des phosphatases CDC25 (Sohn 

and Rudolph, 2003). 

Cependant, ce pont disulfure peut être réduit in vitro par le système thiorédoxine/thiorédoxine 

réductase (trx/trxR, voir paragraphe II.2), permettant aux CDC25 de retrouver leur activité 

catalytique (figure 8) (Rudolph, 2005). Il y a plus de 10 ans, l’existence d’une telle régulation 

a déjà été suggérée in vivo. Natsuyama et son équipe ont en effet démontré qu’un apport en 

agents antioxydants tels que la thiorédoxine ou la superoxyde dismutase permet de relancer la 

mitose de cellules embryonnaires. L’arrêt de la division de ces cellules a alors été attribué à 

un stress oxydant. La reprise de la division cellulaire coïncidant avec une déphosphorylation 

de CDK1, substrat des CDC25, les auteurs ont alors émis l’hypothèse que l’arrêt du cycle 

devait être médié par une régulation négative de l’activité CDC25 en condition de stress 

oxydant et que l’ajout d’agents antioxydants devait permettre d’inverser cette régulation 

(Natsuyama et al., 1993). 



Introduction 

26 

 

Depuis, cette hypothèse n’a pas encore été clairement confirmée. En effet, bien que certaines 

études aient montré l’impact d’un stress oxydant sur la dégradation des CDC25C et A et sur 

l’activité des CDC25B dans des cellules HeLa (Savitsky and Finkel, 2002; Brisson, Nguyen 

et al., 2005; Brisson, Foster et al., 2007), aucune étude récente n’a encore permis de 

démontrer clairement dans les cellules le rôle des ERO et du système 

thiorédoxine/thiorédoxine réductase dans la régulation des CDC25 et du cycle cellulaire. Dans 

ce travail de thèse, nous tenterons d’apporter des éléments de réponse à cette problématique. 

 

 

Figure 8 : Formation et réduction d’un pont disulfure entre Cys 473 et Cys 426 chez 

CDC25B par l’action respective des ERO et du système Trx/TrxR (Sohn and Rudolph, 

2003). 

II. ERO ET SYSTEME THIOREDOXINE / THIOREDOXINE REDUCTASE 

 II.1. ERO et signalisation cellulaire 

 Toutes les cellules aérobies génèrent des espèces réactives de l’oxygène au cours de 

réactions métaboliques essentielles à la vie cellulaire ou en réponse à certains stimuli. Comme 

leur nom l’indique, les ERO sont des molécules chimiquement réactives qui dérivent du 

métabolisme de l’oxygène moléculaire (dioxygène). De par sa configuration électronique, 

l’oxygène est avide d’électrons, sa réduction incomplète génère des espèces radicalaires 

oxygénées incluant l’anion superoxyde (O2
.-
), le radical hydroxyle (HO

.
), l’oxygène singulet 

(
1
O2), les radicaux peroxyles (ROO

.
), le peroxynitrate (ONOO

-
) et l’oxyde nitrique (NO). Le 

peroxyde d’hydrogène (H2O2) qui n’est pas un radical fait également partie de la famille des 

ERO car sa transformation engendre la production de certains radicaux précédemment cités. 
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L’anion superoxyde est produit à partir de l’oxygène moléculaire par addition d’un électron. 

C’est une ERO primaire à partir de laquelle sont produites d’autres espèces réactives de 

l’oxygène (figure 9). 

 

Figure 9 : Chaîne de formation des ERO à partir de l’oxygène moléculaire (Nordberg 

and Arner, 2001). 

La formation de l’anion superoxyde a lieu spontanément dans des environnements riches en 

électrons au niveau de différents systèmes qui transferent ces derniers tels que la chaîne 

respiratoire, les oxydases (xanthine, NADPH…) ou les réductases. Il se produit au cours de 

ces transferts d’électrons des « fuites » et ces « électrons fuyants » sont responsables de la 

réduction monoélectronique de l’oxygène moléculaire en radicaux superoxydes O2
- 

(Nordberg and Arner, 2001; Trachootham et al., 2008). Dans la mitochondrie qui est la 

principale source d’ERO intracellulaire, l’oxygène moléculaire est produit principalement au 

niveau des complexes I et III (NADH ubiquinone réductase cytochrome et ubiquinone 

cytochrome c réductase) de la chaîne de transport des électrons et au niveau de la glycerol-3-

phosphate déhydrogenase (Lambert and Brand, 2009). Une importante production d’O2
- 

prend également place au niveau des NADPH (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) 

oxydases situées au niveau des membranes plasmides. Ces enzymes sont associées à des 

récepteurs membranaires reconnaissant des cytokines ou des facteurs de croissance (PDGF, 

EGF, insulin, angiotensin II, and TNFα) et sont activées suite à l’interaction du récepteur avec 

son ligand (Valko et al., 2006; Groeger et al., 2009; Oakley et al., 2009; Hawkes and Alkan, 

2010). Cette interaction permettrait une production d’H2O2 extracellulaire qui pourrait ensuite 

entrer dans la cellule pour participer à la voie de signalisation induite par la reconnaissance du 

ligand (DeYulia et al., 2005). Le réticulum endoplasmique et les peroxysomes sont également 

des sources d’ERO. Les peroxysomes produisent du peroxyde d’hydrogène mais pas d’anion 

superoxyde. Plusieurs enzymes peroxysomales (glycolate oxydase, D-aminoacide oxydase, 

urate oxydase...) et microsomales (enzyme du métabolisme lipidique, système du cytochrome 

P450...) sont à l’origine de cette synthèse. Le réticulum endoplasmique est responsable de 

80% de la production d’H2O2 dans une cellule. Le peroxyde d’hydrogène est également 

produit dans le cytoplasme et la mitochondrie par des superoxydes dismutases (Isoda et al.) 



Introduction 

28 

 

qui catalysent la dismutation de l’anion superoxyde en oxygène moléculaire et en peroxyde 

d’hydrogène (figure 10) (Opara, 2006; Valko, Rhodes et al., 2006; Goetz and Luch, 2008; 

Trachootham, Lu et al., 2008). 

 

Figure 10 : Production intracellulaire du peroxyde d’hydrogène. 

Pour contrebalancer sa production continue d’ERO et garder un statut redox équilibré, la 

cellule possède de nombreux systèmes antioxydants. Il existe des systèmes non enzymatiques 

et enzymatiques. Parmi les systèmes non enzymatiques, on trouve les vitamines A, C et E, la 

bilirubine, l’urate et le glutathion réduit (GSH) qui vont réaliser des réactions d’échanges 

« thiols-disulfides ». La première ligne de défenses enzymatiques de la cellule contre une 

accumulation d’ERO est la conversion de l’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogène par 

les superoxydes dismutases, la Mn-SOD mitochondriale et la Cu/Zn-SOD cytosolique (figure 

10). Bien que les SOD produisent des quantités importantes d’H2O2, elles ont un rôle 

antioxydant primordial car l’anion superoxyde qu’elles éliminent est bien plus réactif que le 

peroxyde d’hydrogène qu’elles libèrent. Ce peroxyde d’hydrogène sera pris en charge par 

différentes peroxydases. Parmi celles-ci, on trouve la catalase, les Gpx (glutathion 

peroxydase) et les Prx (peroxyrédoxines) (figure 10). Ces peroxydases diffèrent 



Introduction 

29 

 

principalement par leur mécanisme catalytique, leur localisation et leur efficacité. Les Gpx et 

Prx éliminent de faible quantité d’H2O2 alors que la catalase catalyse la dégradation de grande 

concentration de peroxyde d’hydrogène mais son expression est principalement peroxysomale 

(Rhee et al., 2005). D’autres systèmes enzymatiques antioxydants rétablissent les 

modifications induites par les ERO au niveau des protéines. Il s’agit du système 

thiorédoxine/thiorédoxine réductase, des glutarédoxines et des méthionines sulfoxydes 

réductases (Valko, Rhodes et al., 2006; Giorgio et al., 2007; Trachootham, Lu et al., 2008).  

En effet, de par leur configuration électronique radicalaire, les espèces réactives de l’oxygène 

présentent une importante réactivité vis-à-vis de l’ensemble des biomolécules essentielles à la 

vie cellulaire comme l’ADN, les lipides et les protéines. Au niveau des protéines, ce sont les 

acides aminés des chaines latérales qui sont les plus exposés aux attaques des ERO. Les 

résidus d’acides aminés contenant du soufre ou du sélénium comme la cystéine et la 

méthionine sont particulièrement sensibles à l’oxydation. Une oxydation des méthionines ou 

des cystéines peut avoir d’importants effets sur l’activité, la structure, la stabilité ou la 

localisation cellulaire des protéines (Goetz and Luch, 2008; Hawkes and Alkan, 2010). 

L’oxydation des protéines se traduit fréquemment par la formation de ponts disulfures suite à 

l’oxydation des groupements sulfhydryl des résidus de cystéine. En effet, l’oxydation des 

groupements thiols des résidus de cystéine peut conduire à la formation d’acide sulfénique qui 

en présence d’une quantité modéré d’ERO pourra réagir avec un homologue pour former un 

pont disulfure intra ou inter-protéique. Si la quantité d’ERO est excessive, l’acide sulfénique 

évoluera en acide sulfinique puis sulfonique comme nous l’avons vu dans le cas de la cystéine 

catalytique des CDC25 (figure 6). Les groupements sulfhydryl de la majorité des résidus 

cystéines des protéines (Cys-SH) ont un pKa de 8 et dans un environnement réducteur comme 

le cytoplasme ces groupements restent protonés à pH physiologique. Ainsi, les protéines 

cytoplasmiques ne contiennent en général pas de pont disulfure. Cependant, certaines 

protéines possèdent des groupements sulfhydryl avec un faible pKa, dû à des interactions de 

charges avec des résidus d’acide aminé voisins. Les résidus cystéine concernés sont alors sous 

forme d’anions thiolate à pH neutre. Les protéines porteuses de ces anions sont plus sensibles 

à l’oxydation par les ERO. Comme nous l’avons précisé précédemment, la formation de ces 

ponts disulfures intra- ou inter-moléculaire peut toutefois être réparée dans des réactions 

d’échange de disulfures catalysées par des thiols transférases telles que les thiorédoxines ou 

les glutarédoxines (Cumming et al., 2004). Après les cystéines, les méthionines sont les 

acides aminés les plus sensibles aux ERO. L’oxydation des résidus méthionine des protéines 

engendre la formation d’isomères S- et R- de méthionine sulfoxyde (Met-(S)-SO et Met-(R)-



Introduction 

30 

 

SO). Les méthionines sulfoxyde réductases catalysent la conversion des méthionines oxydées 

en méthionine réduites dans une réaction dépendante des thiorédoxines (Hawkes and Alkan, 

2010).  

Les altérations des macromolécules biologiques par les ERO et notamment les modifications 

protéiques sont en générales réparables. Lorsque la quantité d’ERO présente n’est pas 

excessive et que les dommages peuvent être pris en charge par les systèmes de réparation, les 

altérations causées par les ERO ne sont pas des évènements létaux pour la cellule. Dans le cas 

contraire, la cellule entre dans un état dit de « stress oxydant » qui conduira à la mort 

cellulaire par apoptose ou nécrose selon l’intensité et la nature de l’attaque (Ueda et al., 2002; 

Masutani et al., 2005; Ryter et al., 2007; Baigi et al., 2008). 

Longtemps la littérature a fait état du peroxyde d’hydrogène comme une espèce chimique 

délétère pour la cellule, dont l’élimination rapide était cruciale pour la survie cellulaire. 

Aujourd’hui, le rôle de médiateur du peroxyde d’hydrogène dans de nombreux processus 

biologiques est clairement établi. Il intervient dans des voies de signalisation qui stimulent la 

prolifération, la différenciation, la migration ou l’apoptose (Rhee, 2006; Giorgio, Trinei et al., 

2007; Veal et al., 2007; Chiarugi, 2009; Hawkes and Alkan, 2010). Par exemple, dans des 

cellules stimulées par des facteurs de croissances comme PDGF ou EGF, la production 

d’H2O2 est requise pour la propagation du signal dans la voie des MAPK (mitogen-activated 

protein kinase) (Valko et al., 2007). Les cibles les plus caractérisées d’H2O2 au cours de ces 

voies de signalisation sont d’une part les CBPs (cysteine-based phosphatases) qui 

comprennent les PTPs (protein tyrosine phosphatases), les DSP (dual-specificity 

phosphatases), les LMW-PTP (PTP de faible poids moléculaire) et la phosphatase lipidique 

PTEN (Phosphatase and TENsin homolog) et d’autre part les tyrosines kinases. H2O2 oxyde 

les résidus cystéines situés au niveau du site actif des phosphatases et inhibe leur activité 

(Meng et al., 2002; Salmeen and Barford, 2005). A l’opposé, l’activité des tyrosines kinases 

est stimulée par leur oxydation (figure 11) (Nakashima et al., 2005). L’inhibition des 

phosphatases favorise les cascades de phosphorylation car l’activation seule des protéines 

tyrosine kinases n’est pas suffisante pour maintenir le niveau de phosphorylation des 

protéines effectrices intervenant dans la transmission d’un signal. (Chiarugi and Cirri, 2003; 

Rhee et al., 2005; Rhee, 2006; Chiarugi and Buricchi, 2007; Woo et al., 2010). Parmi les 

phosphatases cibles d’H2O2, on trouve PTP1B (protéine tyrosine phosphatase 1B) (Lee et al., 

1998; Meng et al., 2004), FAK-tyrosine phosphatase (focal adhesion kinase) (Chiarugi et al., 

2003), PTEN (Cho et al., 2004; Yu et al., 2005), LMW-PTP (Caselli et al., 1998; Chiarugi et 

al., 2001), SHP2 (SH2 domain-containing tyrosine phosphatase 2) (Meng, Fukada et al., 
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2002; Chen et al., 2009) et PRL-1 (phosphatase of regenerating liver) (Sun et al., 2005) pour 

lesquelles l’inactivation par oxydation a été montrée dans des lignées cellulaires. Comme 

nous l’avons évoqué dans le premier chapitre, les phosphatases CDC25 sont également des 

cibles d’H2O2 mais leur inactivation n’a jusqu’à lors été montrée que in vitro (Rudolph, 2005). 

Pour initier les voies de signalisation, H2O2 doit être localement suffisamment concentré ce 

qui implique une faible activité Gpx et Prx. Toutefois la concentration nécessaire pour 

stimuler ces voies est très variable selon le type cellulaire (Veal, Day et al., 2007). De plus, la 

durée de l’inactivation des phosphatases et donc la durée de l’activation de la voie de 

signalisation dépendra de la quantité et de la proximité d’agents antioxydants réducteurs de 

thiol tels que la glutarédoxine ou la thiorédoxine (Salmeen and Barford, 2005; Chiarugi and 

Buricchi, 2007; Winterbourn and Hampton, 2008; Forman et al., 2010).  

 

 

Figure 11 : Régulation redox des voies de signalisation via la modulation de l’activité des 

kinases et des phosphatases par H2O2 (Rhee, 2006). 

 II.2. Le système thiorédoxine / thiorédoxine réductase (trx/trxR) 

Le système trx/trxR est un système antioxydant majeur qui permet de maintenir un 

statut redox intracellulaire équilibré. Il comprend les thiorédoxines réductases (trxR), les 

thiorédoxines (trx) et le NADPH, H
+
. Dans la cellule, les thiorédoxines oxydées (trx-S2) 

présentent dans leur site actif un pont disulfure qui sera réduit en deux groupements thiol par 

les thiorédoxines réductases en présence de NADPH, H
+
 (1). Les thiorédoxines réduites (trx-
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SH2) permettent la réduction de disulfures protéiques (2) (Arner and Holmgren, 2006; 

Holmgren and Lu, 2010). 

 

  trx-S2 + NADPH + H
+
   →  trx-(SH)2 + NADP

+
             (1) 

  trx-(SH)2+ Protéine-S2 ↔ trx-S2 + Protéine-(SH)2                   (2) 

 

Dans les cellules de mammifères, les thiorédoxines et les thiorédoxines réductases sont 

exprimées sous forme de trois isoformes : trx1 et trxR1 sont cytosoliques, trx2 et trxR2 sont 

mitochondriales et Sp-trx et TRG sont présentes dans les testicules chez les hommes. 

Contrairement aux trxR1 et trxR2, TRG est capable de réduire le glutathion oxydé, d’où sa 

dénomination de thiorédoxine/glutathion réductase TRG (Arner, 2009; Holmgren and Lu, 

2010).  

  II.2.1 Les thiorédoxines réductases 

   II.2.1.1 Structure et mécanisme d’action 

 Les thiorédoxines réductases sont des flavoprotéines, membres de la famille des 

nucléotides–disulfides oxydoréductases comme les glutathion réductases. On les retrouve de 

façon ubiquitaire dans les tissus de mammifères. Ce sont des sélénoprotéines homodimériques 

de taille moyenne (55-65 kDa) présentant une forte homologie de séquences entre elles. Les 

deux trxR1 et trxR2, codées respectivement par les gènes TXNRD1 et TXNRD2, possèdent 

chacune différentes isoformes issues d’un épissage alternatif associé à une expression 

spécifique du type cellulaire. 

Toutes les isoformes ont une structure commune dans laquelle chaque sous-unité possède un 

site de liaison au NADPH, un site de liaison au FAD, un site de dimérisation ainsi que deux 

sites actifs. TrxR2 possède en plus un site d’import mitochondrial. Le premier site actif est 

localisé dans la région N-terminale et présente un motif -Cys-Val-Asn-Val-Gly-Cys-. Le 

deuxième site actif est situé dans la région C-terminale et possède une sélénocystéine 

indispensable pour l’activité dans une séquence -Gly-Cys-Sec-Gly- (figure 12). 

Les deux sous-unités de la thiorédoxine réductase sont disposées selon un arrangement « tête-

bêche » essentiel pour le déroulement de l’activité catalytique (figure 13). Au cours de la 

réaction enzymatique, le premier site actif, du côté N-terminal d’une sous-unité, reçoit les 

équivalents réduits du NADPH, H
+
 par l’intermédiaire du FAD permettant la formation d’un 

motif « dithiol » au niveau des deux cystéines du site. Les équivalents réduits sont ensuite 

   trxR 
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transférés à la sélénocystéine (sous forme sélénylsulfide (Cys-Sec)) du deuxième site actif, 

côté C-terminal de l’autre sous-unité. Le sélénothiol ainsi formé côté C-terminal permet de 

réduire les substrats de la trxR (figure 14) (Mustacich and Powis, 2000; Arner, 2009). 

 

 

Figure 12 : Structure des trxR1 et trxR2 (Tonissen and Di Trapani, 2009). 

  

 

Figure 13 : Structure tridimensionnelle homodimérique de trxR (Sandalova et al., 2001).  

Le résidu sélénocystéine (Sec) est codé par un codon UGA qui est normalement identifié 

comme un codon stop mais qui, dans ce cas, peut être transcrit en sélénocystéine en présence 

d’un élément d’insertion de séquence sélénocystéine (SECIS) en 3’UTR dans l’ARNm 

correspondant. Le motif « Cys-Sec » du côté C-terminal est probablement localisé sur un bras 
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flexible de l’enzyme ce qui lui permet de rester sous une forme réduite grâce à son interaction 

avec le motif N-terminal réducteur (-Cys-Val-Asn-Val-Gly-Cys-) de l’autre sous-unité du 

dimère. Le faible pKa de la sélénocystéine (5,25) et l’accessibilité du site actif pourrait 

expliquer l’importante réactivité des trxR à pH physiologique ainsi que leur large spécificité 

de substrat et leur inhibition par de nombreux types d’inhibiteurs (Nalvarte et al., 2004).  

 

 

Figure 14 : Cycle catalytique des trxR (Gromer et al., 2004; Arner, 2009). 

   II.2.1.2 Les substrats des trxR 

  Si les trxR sont les seules protéines connues capables de réduire les trx, elles sont 

également capables de réduire directement certains autres disulfures protéiques possédant un 

ou plusieurs sites actifs dont le motif « Cys-Xxx-Xxx-Cys » est similaire à celui des 

thiorédoxines. C’est le cas de TRP14 (14-kDa human thioredoxin (trx)-related protein) et 

TRP32 (32-kDa human thioredoxin (trx)-related protein)/Trx-like 1) qui sont des protéines 

cytoplasmiques, de la glutarédoxine 1 cytoplasmique et de la glutarédoxine 2 mitochondriale 

qui sont des membres de la famille thiorédoxine mais qui dépendent du glutathion. C’est 

également le cas de protéines situées dans le réticulum endoplasmique telles que les PDI 
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(protéines disulfures isomérases), CaBP1 (calcium binding protein 1), ERp72 (endoplasmic 

reticulum protein) et ERdj5/JPDI (J-domain-containing PDI-like protein) ou TMX 

(transmembrane Trx-related protein) qui est une protéine transmembranaire. Ces protéines de 

la famille des thiorédoxines interviennent dans le processus de repliement des protéines néo-

synthétisées du réticulum endoplasmique, mais également lors de la réponse UPR (unfolded 

protein response) qui se met en place lorsqu’un stress du réticulum (accumulation de 

protéines de conformation anormale) apparait (Powis and Kirkpatrick, 2007; Nakamura et al., 

2009). Ces protéines de la famille des thiorédoxines peuvent également être réduites par la 

thiorédoxine elle-même. 

Les trxR ont également pour substrats des composés non protéiques, de faible poids 

moléculaire. Certains de ces composés tels que l’acide 5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique 

(DTNB), l’acide lipoïque ou les lipoamides sont porteurs de disulfures alors que d’autres n’en 

portent pas comme le polypeptide antibactérien NK-lysine, la L-cystine, l’alloxan, la vitamine 

K, certaines quinones (ubiquinone Q10), des composés contenant du sélénium (sélénite, 

sélénocystine) mais également certains peroxydes comme H2O2. À ce titre, la réduction par 

les trxR des peroxydes incluant les peroxydes lipidiques et le peroxyde d’hydrogène peut être 

une alternative à la voie enzymatique de détoxification des peroxydes lipidiques 

habituellement conduite par la glutathion peroxydase 4. Toutefois, le KM élevé de trxR pour 

H2O2 implique que cette réaction ne se produit qu’en cas de stress oxydant important. 

De plus, toujours en conditions de stress oxydant uniquement, les thiorédoxines réductases 

interviennent dans la synthèse de composés antioxydants comme l’acide ascorbique (vitamine 

C) et la vitamine E. En effet, les trxR catalysent la transformation de l’acide 

dihydroascorbique en acide ascorbique qui lui-même, outre son rôle antioxydant intrinsèque, 

intervient dans la production de la vitamine E qui est également un antioxydant cellulaire 

reconnu (Nordberg and Arner, 2001). 

 Les thiorédoxines réductases contribuent donc au maintien du statut redox 

intracellulaire grâce à leurs actions directes sur certains peroxydes ou par leurs actions dans 

des mécanismes de synthèse de composés antioxydants (vitamine C, vitamine E, ubiquinone, 

acide lipoique…). Toutefois, ces réactions sont secondaires et n’interviennent que dans des 

conditions qui doivent encore être étudiées. Le rôle principal des trxR dans la régulation du 

stress oxydant est la régulation de l’activité des thiorédoxines.   
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  II.2.2. Les thiorédoxines 

   II.2.2.1 Structure et mécanisme catalytique 

 Comme les trxR, les trx sont des oxydoréductases retrouvées de façon ubiquitaire dans 

les tissus des mammifères. Ce sont des protéines de faible poids moléculaire (12 kDa pour 

trx1) qui contiennent un site actif dont le motif -Cys-Gly-Pro-Cys- est conservé. Trx1 contient 

3 résidus cystéine supplémentaires en position 62, 69 et 73. Ces cystéines sont dites « de 

structure », intervenant dans des modifications post-transcriptionnelles telles que l’oxydation, 

la S-glutathionylation ou la S-nitrosylation qui permettent de réguler les fonctions de trx1 

(figure 15). Cette dernière est également capable de former des homodimères par 

l’intermédiaire d’une liaison disulfure entre les résidus cystéine 73 (Nordberg and Arner, 

2001; Tonissen and Di Trapani, 2009). 

 

Figure 15 : Structure des trx 1 et trx 2 (Tonissen and Di Trapani, 2009). 

La thiorédoxine 1 qui est majoritairement cytosolique peut être secrétée à l’extérieur des 

cellules. En effet, deux formes de trx1 ont été retrouvées dans le milieu extracellulaire : une 

forme entière et une forme tronquée appelée trx80. Chacune de ces formes possède ses 

propres fonctions immuno-modulatrices avec des activités cytokine. La thiorédoxine 1 peut 

également être transférée dans le noyau suite à l’activation de certaines voies de signalisation 

telle que la voie NFκB (nuclear factor-kappa B) (Arner and Holmgren, 2006). 

 La réaction catalysée par la trx est une réaction de substitution nucléophile 

bimoléculaire. Il s’agit d’un transfert d’électrons de la trx vers le substrat protéique. La 
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réaction démarre par une attaque nucléophile du pont disulfure de la protéine substrat par le 

thiol de la cystéine 32 de la trx (étape 1 de la Figure 16). Cette attaque permet la libération 

d’un thiol au niveau du substrat et la formation d’un pont disulfure mixte entre la protéine et 

la cystéine 32 de la thiorédoxine. Ensuite, l’anion thiolate de la cystéine 35 du site catalytique 

de la trx attaque la cystéine 32 (étape 2 de la Figure 16). Le pont disulfure mixte est ainsi 

détruit, libérant le substrat protéique réduit. Par contre, la thiorédoxine est alors sous forme 

oxydée puisqu’un pont disulfure s’est formé au sein de son site catalytique, entre la cystéine 

32 et la cystéine 35. La thiorédoxine est alors réduite par la thiorédoxine réductase en 

présence de NADPH, H
+
 afin de pouvoir reprendre un nouveau cycle catalytique (figure 16) 

(Collet and Messens, 2010; Holmgren and Lu, 2010). 

 

 

Figure 16 : Cycle catalytique des trx (Collet and Messens, 2010). 

   II.2.2.2. Les fonctions des thiorédoxines  

 Par l’intermédiaire de régulations redox et grâce à ses capacités antioxydantes, le 

système trx/trxR intervient dans l’ensemble des mécanismes qui rythment la vie cellulaire tels 

que la prolifération cellulaire, le maintien du statut redox ou l’apoptose. Les principaux rôles 

du système trx/trxR sont assurés par l’action directe des thiorédoxines sous formes réduites, 

les thiorédoxine réductases ayant la mission de maintenir ces dernières dans un état réduit 

actif. 
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    II.2.2.2.1. Rôle dans la synthèse d’ADN 

 Les thiorédoxines jouent un rôle important dans la synthèse d’ADN et donc dans la 

prolifération cellulaire puisqu’elles fournissent des électrons à la ribonucléotide réductase qui 

catalyse la synthèse de désoxyribonucléotides à partir de ribonucléotides diphosphate 

(Biaglow and Miller, 2005). 

    II.2.2.2.2. Rôle antioxydant 

 Le système trx/trxR joue un rôle essentiel dans le maintien du statut redox 

intracellulaire. 

En plus de sa capacité à réparer les dommages oxydants que peuvent subir couramment 

l’ensemble des protéines, les trx permettent de maintenir l’activité enzymatique de différents 

systèmes antioxydants. En effet, les trx réduisent les peroxyrédoxines, les méthionine 

sulfoxide réductases impliquées dans la réduction des méthionines sulfoxyde en méthionine, 

et les glutathion peroxidases 3. Il existe donc de ce fait une interaction entre les deux systèmes 

antioxydants les plus importants dans la cellule, le système du glutathion et le système 

trx/trxR. Ces systèmes antioxydants associés au système trx/trxR seront détaillés dans le 

chapitre II.2.3. 

Les thiorédoxines peuvent également agir directement sur certaines ERO : elles sont par 

exemple des “scavenger” de radical hydroxyl et sont capables de capter l’oxygène singulet. 

Toutefois ces fonctions ne requièrent pas l’intervention du site actif de la protéine.  

Une altération des fonctions des trx peut conduire à un déséquilibre du statut redox 

intracellulaire menant la cellule à un état de stress oxydant dont la conséquence la plus grave 

est l’entrée de cette dernière en apoptose (Biaglow and Miller, 2005; Tonissen and Di 

Trapani, 2009). 

    II.2.2.2.3. Rôle dans le déroulement de l’apoptose 

 Le rôle des thiorédoxines dans l’apoptose peut paraître paradoxal. En effet, les 

thiorédoxines sont susceptibles d’intervenir aussi bien dans les voies anti-apoptotiques que 

pro-apoptotiques. Leur contribution pro ou anti-apoptotique sera donc fortement dépendante 

du type cellulaire avec ses caractéristiques génétiques propres et son environnement. 
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     II.2.2.2.3.1. Rôle anti-apoptotique 

 Hormis leur rôle dans le maintien du statut redox intracellulaire, les thiorédoxines 

interviennent également dans la réponse de la cellule face à un stress oxydant en activant les 

voies de signalisation apoptotique. Les thiorédoxines sont des senseurs du statut redox, elles 

transmettent leurs informations à des protéines kinases appelée ASK1 (Apoptosis signal-

regulating kinase 1) (Saitoh et al., 1998). Ces dernières appartiennent à la famille des 

MAPKKK (Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase). La forme réduite de la 

thiorédoxine se lie à la région N-terminale d’ASK1 pour inhiber son activité kinase. Le 

complexe protéique formé par l’association d’ASK1 avec la trx est appelé « Signalosome ». 

Si une concentration importante en ERO est présente, la trx passe sous forme oxydée et sa 

liaison avec ASK1 est rompue. L’activité kinase d’ASK1 est alors fonctionnelle et ASK1 

initie la formation d’un complexe protéique de plus haut poids moléculaire en recrutant 

d’autres facteurs tels que TRAF2 (TNF receptor-associated factor 2) et TRAF6. L’apoptose 

est ensuite médiée par l’intermédiaire des voies de JNK (Jun N-terminal Kinase) et p38. Le 

même processus s’opère également dans la mitochondrie par l’intermédiaire de trx2. 

Toutefois, dans la mitochondrie, ASK1 médie l’apoptose à travers une voie de signalisation 

indépendante de JNK. L’activation des deux voies, cytoplasmique et mitochondriale, a 

toutefois la même finalité : un relarguage du cytochrome c et une activation de la caspase 3 

(figure 17) (Saitoh, Nishitoh et al., 1998; Fujino et al., 2006; Nadeau et al., 2007) .  

Les thiorédoxines ont également la faculté d’intervenir directement sur le déroulement de 

l’apoptose grâce à leur interaction avec la procaspase 3. Le rôle des thiorédoxines est encore 

ici anti-apoptotique car elles catalysent une réaction de trans-nitrosylation de la procaspase 3 

qui induit une inhibition de l’apoptose (Mitchell et al., 2007) . 

Une autre fonction anti-apoptotique des trx est médiée par leur capacité à réguler, de façon 

redox, l’activité de nombreux facteurs de transcription. Trx favorise l’action des facteurs de 

transcription en réduisant un résidu cystéine essentiel pour leur liaison avec l’ADN. C’est le 

cas pour NF-κB qui contrôle l’expression de différents gènes dont certains codent des 

protéines qui bloquent les voies apoptotiques comme les protéines de la famille Bcl2 (B-cell 

lymphoma 2), IAP (inhibitor of apoptosis) ou TRAF. En réduisant un pont disulfure présent 

dans la sous unité p50 de NF-κB, la trx permet la liaison de ce facteur avec l’ADN et donc 

l’expression de protéines anti-apoptotiques (Matthews et al., 1992; Tonissen and Di Trapani, 

2009).  
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Ainsi, une inhibition chimique des thiorédoxines sera susceptible de déclencher l’apoptose de 

façon directe grâce à l’activation d’ASK1 et de la procaspase 3, mais également de façon 

indirecte avec la réduction de l’expression des protéines anti-apoptotiques via l’inactivation 

de NF-κB. De plus, la thiorédoxine possède un inhibiteur endogène, la protéine TBP-2 

(thioredoxin binding protein 2) autrefois appelée VDUP-1 (vitamin D up-regulated protein 1). 

Cette dernière se lie au site actif redox de la thiorédoxine et entre en compétition avec tous les 

autres substrats naturels de trx. Une concentration importante en TBP-2 pourrait activer les 

voies apoptotiques par inhibition des effets anti-apoptotiques de la thiorédoxine (Kaimul et 

al., 2007; Powis and Kirkpatrick, 2007). 

 

 

Figure 17 : Rôle des trx dans l’apoptose à travers la régulation d’ASK1 (Nakamura, 

Hoshino et al., 2009). 

     II.2.2.2.3.2. Rôle pro-apoptotique 

 Hormis NF-κB, la thiorédoxine régule l’activité d’autres facteurs de transcription 

comme AP-1 (activator protein 1) ou la protéine p53. p53 contrôle l’expression de nombreux 

gènes pro-apoptotiques en réponse à divers stimuli tels que l’accumulation de dommages dans 

l’ADN. Le gène p53 appartient à la famille des gènes suppresseurs de tumeurs. En effet, 
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lorsque le nombre de mutations dans l’ADN devient trop important, la protéine p53 provoque 

un arrêt du cycle cellulaire en induisant l’expression de la protéine p21. p53 contient douze 

cystéines dans sa séquence protéique. Neuf d’entre elles se situent dans le domaine de liaison 

à l’ADN et quatre sont essentielles pour la liaison. Comme pour NF-κB, la capacité de liaison 

de p53 à l’ADN dépend de son état redox. L’intervention de la thiorédoxine, soit directement, 

soit par l’intermédiaire d’une autre protéine Ref1 (Redox factor 1) est donc requise pour 

maintenir les cystéines sous leur forme réduite et permettre la liaison de p53 à l’ADN (Ueno 

et al., 1999; Masutani et al., 2005). 

 En favorisant la liaison à l’ADN de certains facteurs de transcription qui ont des 

fonctions littéralement opposées, le rôle des thiorédoxines dans l’apoptose est controversé. Il 

est probablement fortement dépendant du niveau d’expression des protéines régulées par les 

trx et des protéines qui régulent la thiorédoxine. De nombreuses cellules cancéreuses 

profitent, par exemple, des effets anti-apoptotiques des trx car elles possèdent un gène p53 

inactif. 

    II.2.2.2.4. Rôle dans le déroulement des cascades de 

phosphorylation 

 Comme nous l’avons indiqué dans le chapitre II.1, de nombreuses protéines kinases et 

phosphatases intervenant dans des voies de signalisation conduites par des cascades de 

phosphorylation possèdent dans leur site actif des résidus cystéine sensibles à l’oxydation 

associée notamment au peroxyde d’hydrogène. Plusieurs études ont montré que le système 

thiorédoxine était capable de réverser in vitro l’état d’oxydation de certaines de ces protéines 

(Arner, 2009). C’est le cas pour PKA (cAMP-dependent protein kinase), qui est inhibée suite 

à la production d’H2O2 lors de la lipogenèse induite par l’insuline dans des adipocytes de rats 

(de Pina et al., 2008), de PKC (protein kinase C) qui est inactivée par l’oxyde nitrique dans 

des cellules épithéliales d’artère pulmonaire (Kahlos et al., 2003), de PTP1B qui est inhibée 

suite à une oxydation par le peroxyde d’hydrogène produit dans des cellules A431 (cellules de 

carcinome épidermoïde humain) stimulées par l’EGF (Lee, Kwon et al., 1998) et de PTEN 

dont l’activité est inhibée dans des cellules HeLa (adénocarcinome utérin humain) et NIH 3T3 

(cellules fibroblastiques embryonnaires de souris) traitées par H2O2. Cependant, la réversion 

de l’oxydation de ces protéines par le système trx/trxR dans un contexte cellulaire n’a 

jusqu’alors été montrée que pour la phosphatase PTEN. En effet, l’étude publiée par Lee et al 

en 2002, a montré qu’une déplétion en trx réduites intracellulaires diminuait le pourcentage de 
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réactivation des PTEN oxydées. Les auteurs ont également montré par une co-

immunoprécipitation que les deux protéines, trx et PTEN, interagissaient spécifiquement 

ensemble (Lee et al., 2002). Comme cité dans les chapitres I.2.4.3.2. et II.1, ce type de 

régulation pourrait également s’appliquer aux phosphatases CDC25 pour lesquelles l’analyse 

est encore au stade in vitro (Rudolph, 2005). L’étude de cette régulation dans des cellules de 

cancer du sein sera l’objet du travail de thèse exposé dans ce manuscrit. 

  II.2.3. Les défenses antioxydantes dépendantes du système trx/trxR 

   II.2.3.1. Les peroxyrédoxines 

Les peroxyrédoxines (prx) sont des petites protéines (22-27 kDa) qui appartiennent à 

la famille des peroxydases dépendantes de la thiorédoxine. Il existe six isoformes fortement 

exprimées de façon ubiquitaire dans toutes les cellules des mammifères. Les péroxyredoxines 

catalysent la réduction d’H2O2, des hydroperoxydes organiques et du peroxynitrite par 

oxydation des cystéines catalytiques de leur site actif. Elles sont oxydées en présence d’H2O2 

et réduites par le système trx/trxR (figure 18). Contrairement à la catalase qui n’agit 

principalement que dans les peroxysomes, les prx sont distribuées dans les différents 

compartiments intracellulaires ce qui leur permet de réguler la concentration en H2O2 

directement à proximité des lieux de production, notamment au niveau de la mitochondrie ou 

des NADPH oxydases. Leur répartition dans les différents compartiments intracellulaires est 

dépendante de l’isoforme considérée : les peroxyrédoxines I, II et VI sont localisées dans le 

cytoplasme, les peroxyrédoxine III sont uniquement exprimées dans les mitochondries, les 

peroxyrédoxines IV sont situées dans le réticulum endoplasmique et dans les lysosomes alors 

que l’on trouve les peroxyrédoxines V dans le cytoplasme, dans les mitochondries et dans les 

peroxysomes. Toutes les peroxyrédoxines, à l’exception des peroxyrédoxines III sont 

retrouvées dans le noyau (Zhang et al., 2009). 

Les peroxyrédoxines I, II, III, IV et V contiennent deux cystéines au niveau de leur site actif 

alors que les peroxyrédoxines VI n’en contiennent qu’une seule. Des travaux récents 

suggèrent que les peroxyrédoxines possédant deux cystéines sont plus que de simples 

peroxydases puisqu’elles seraient capables de former des oligomères de haut poids 

moléculaire (décamère ou dodécamère) possédant une activité chaperonne dépourvue de 

fonction peroxydase (Barranco-Medina et al., 2009). La perte de l’activité peroxydase se 

produit lors du processus catalytique suite à une hyperoxydation des cystéines du site actif en 

présence de fortes concentrations en H2O2. Cette hyperoxydation avec formation d’un acide 
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sulfonique n’est pas résolvable par le système trx/trxR mais par des protéines récemment 

mises en évidence, les sulfirédoxines (figure 18) (Rhee et al., 2005; Rhee et al., 2007; Cox et 

al., 2010).  

 

Figure 18 : Intervention du système trx/trxR dans la réponse catalytique des 

peroxyrédoxines (Kang et al., 2005). 

Cette propriété d’alternance entre la fonction de peroxydase et la fonction de chaperonne, 

associée à la capacité d’interaction des prx actives, particulièrement de la peroxyrédoxine 1, 

avec des protéines impliquées dans les voies de signalisation comme cAbl, JNK, PTEN ou 

ASK1 ont conduit à l’hypothèse que les prx et surtout les prx 1 fonctionneraient comme des 

senseurs redox transmettant un signal en réponse à une variation du niveau intracellulaire 

d’H2O2   (Fourquet et al., 2008; Cao et al., 2009; Neumann et al., 2009). 

   II.2.3.2. Les méthionine sulfoxyde réductases 

 Comme nous l’avons évoqué dans le chapitre II.1 les résidus méthionine des protéines 

sont particulièrement sensibles à l’oxydation par les ERO. L’oxydation des résidus 

méthionine des protéines engendre la formation d’isomères S- et R- de méthionine sulfoxyde 

(Met-(S)-SO et Met-(R)-SO). Les méthionine sulfoxyde réductases (MSR) catalysent la 

réduction des résidus méthionine oxydés. Il existe deux familles de MSR, MSR A et MSR B 

qui diffèrent par leur spécificité de substrat. MSR A catalyse la réduction des formes S de 
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méthionine sulfoxyde (MetSO) alors que MSR B est uniquement capable de réduire les 

formes R. Ces deux familles d’enzymes catalysent la réduction des MetSO au sein des 

protéines mais MSR A est également capable de réduire les MetSO libres. Le mécanisme 

catalytique des MSR est basé sur la chimie des acides sulféniques grâce à la présence d’une 

cystéine ou d’une sélénocystéine catalytique selon l’isoenzyme considérée. Chez les 

mammifères, il existe trois isoformes de MSR B, MSR B1 qui contient une sélénocystéine et 

MSR B2 et B3 qui possèdent, comme MSR A, une cystéine catalytique. MSR B1 est présente 

dans le noyau et le cytosol, MSR A et B2 sont localisées dans la mitochondrie et MSR B3 est 

retrouvée dans la mitochondrie et dans le réticulum endoplasmique. 

Le mécanisme catalytique est composé de trois étapes : premièrement, la cystéine ou la 

sélénocystéine est attaquée par le groupement sulfoxyde de la MetSO pour être oxydée en 

acide sulfénique, cette attaque s’accompagne d’une libération du résidu méthionine; 

deuxièmement, une autre cystéine (cystéine de résolution) interagit avec l’acide sulfénique 

pour former un pont disulfure intramoléculaire et troisièmement, ce pont disulfure est réduit 

par la thiorédoxine.  

L’oxydation des résidus méthionine des protéines engendre une augmentation des charges 

négatives qui peut être à l’origine de changements structuraux, donc à l’origine d’une perte de 

fonction. En réduisant ces résidus MetSO, les MSR permettent de protéger l’activité des 

protéines concernées. De plus, les MSR peuvent travailler indirectement comme des 

« scavengers » d’ERO à travers l’oxydation et la réduction cyclique des méthionines. Le 

système méthionine/MSR peut donc assister d’autres systèmes redox comme le système 

trx/trxR ou le système du glutathion pour maintenir l’équilibre redox intracellulaire (Lee et 

al., 2009; Aachmann et al., 2010). 

  II.2.4. Les inhibiteurs du système trx/trxR 

L’intervention du système thiorédoxine/thiorédoxine réductase dans des mécanismes 

cellulaires aussi importants que variés comme la réplication, l’apoptose, l’angiogenèse ou la 

régulation du statut redox en font une cible intéressante pour le développement de traitements 

anticancéreux. La littérature relate les effets de nombreuses molécules inhibitrices d’origine 

naturelles ou synthétiques. La stratégie de ce travail de thèse est basée sur l’utilisation 

d’inhibiteurs chimiques du système trx/trxR. C’est pourquoi une liste non exhaustive des 

inhibiteurs existants et de leurs effets cellulaires a été établie.  
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   II.2.4.1. Les inhibiteurs de thiorédoxine réductase 

    II.2.4.1.1. Composés dérivé du platine 

Les complexes métalliques à base de platine comme le cisplatine (cis-

diaminedichloroplatine(II) (figure 19), le carboplatine ou l’oxaliplatine sont des composés 

couramment utilisés en chimiothérapie anticancéreuse (Boulikas and Vougiouka, 2004). Ce 

sont des agents alkylants de l’ADN (Wang and Lippard, 2005). Les dommages causés à 

l’ADN par ces composés engendrent l’activation ou l’inactivation de différentes voies de 

signalisation menant à un arrêt du cycle cellulaire, à une réparation de l’ADN ou à l’apoptose 

(Cepeda et al., 2007). L’action cytotoxique du cisplatine serait de plus médiée par une 

inhibition irréversible de la trxR. En effet, une étude réalisée in vitro et dans des cellules 

HeLa a montré que le cisplatine induit une inhibition, dépendante de la dose et du temps de 

traitement, de la trxR humaine. Cette inhibition a d’ailleurs été corrélée avec une diminution 

de la viabilité cellulaire (Arner et al., 2001). Contrairement au carboplatine qui n’induit 

aucune inhibition, l’oxaliplatine montre les mêmes propriétés inhibitrices de trxR que le 

cisplatine. L’action du cisplatine sur trxR serait localisée au niveau de la sélénocystéine située 

en C terminale de la protéine. En effet, le cisplatine n’a pas d’effet sur l’activité glutathion 

réductase, protéine de structure similaire à la trxR mais qui ne possède pas de sélénium (Witte 

et al., 2005).  

 

Figure 19 : Structure du cisplatine. 

    II.2.4.1.2. Composés dérivés de l’or  

Les composés dérivés de l’or ont été utilisés au cours du siècle dernier pour traiter de 

nombreuses maladies mais leur usage moderne est restreint au traitement de l’arthrite 

rhumatoïde (Kean and Kean, 2008; Nobili et al., 2010). Leurs capacités cytotoxiques 

récemment mises en évidence sur de nombreuses lignées cellulaires de cancers humains en 

font des candidats intéressants pour le développement de nouvelles chimiothérapies 
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anticancéreuses (Ronconi et al., 2005; Ronconi et al., 2006; Milacic et al., 2008; Gandin et 

al., 2010). Bien que leur mécanisme d’action global ne soit pas complètement élucidé, les 

composés dérivés de l’or sont susceptibles de s’intercaler dans l’ADN, d’inhiber différentes 

enzymes, d’induire un stress oxydant et/ou un arrêt du cycle cellulaire (Casini et al., 2008; 

Nobili, Mini et al., 2010). L’or est connu pour sa haute affinité avec les groupements thiols 

qui sont probablement les premières cibles de ces composés dans les cellules. Le groupement 

sélénoate nucléophile des trxR réduites est donc susceptible d’être le premier site modifié par 

ces métaux (Urig and Becker, 2006). Soutenant cette hypothèse, de nombreuses études ont 

montré une inhibition des thiorédoxines réductases par des composés dérivés de l’or 

(Rigobello et al., 2004; Omata et al., 2006; Marzano et al., 2007; Viry et al., 2008; Vergara et 

al., 2010).  

L’Auranofine (S-triethylphosphinegold (I)-2,3,4,6-tetra-Oacetyl-1-thio-b-D-glucopyranoside) 

(figure 20) est un composé dérivant de l’or (I) utilisé pour le traitement de l’arthrite 

rhumatoïde sous le nom de « Ridoura ». In vitro, l’Auranofine inhibe la forme réduite de la 

trxR1, isolée à partir de placenta humain, à des concentrations de l’ordre du nM, avec un Ki 

de 4 nM en présence de 50 µM de trx (Gromer et al., 1998). Un traitement par l’Auranofine 

génère une production d’ERO et un relarguage du cytochrome c (Marzano, Gandin et al., 

2007). Un tel traitement sur des mitochondries purifiées induit une inhibition de la trxR2 

mitochondriale qui s’accompagne d’une altération de la perméabilité membranaire, d’une 

perte du potentiel de membrane et d’un relarguage de protéines proapoptotiques telles que le 

cytochrome c (Rigobello et al., 2002; Rigobello, Scutari et al., 2004). De plus, une inhibition 

de la trxR2 mitochondriale par l’Auranofine induit une accumulation de peroxyde 

d’hydrogène (Rigobello et al., 2005). Le traitement de cellules Jurkat humaines, issues d’un 

lymphome de lymphocytes T, par l’Auranofine induit une inhibition de trxR1 et de trxR2 qui 

s’accompagne d’une accumulation d’H2O2 comme observée in vitro (Rigobello et al., 2008).  

En plus des composés dérivés de l’or (I) comme l’Auranofine, de nombreux autres dérivés 

avec différents degrés d’oxydation et différentes configurations « ligand-substrat » ont été 

évalués (Nobili, Mini et al., 2010). Tous permettent une importante inhibition de la trxR1 à 

des concentrations de l’ordre du nM mais la puissance de l’inhibition semble être davantage 

affectée par la configuration « ligand-substrat » que par l’état d’oxydation des composés 

(Omata, Folan et al., 2006). 
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Figure 20 : Structure de l’Auranofine. 

    II.2.4.1.3. Composés nitroaromatiques 

On trouve parmi les composés nitroaromatiques les premiers inhibiteurs de trxR qui 

ont été identifiés : le 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) (figure 21), le 1-fluoro-2,4-

dinitrobenzene (FDNB) ou le 1-bromo-2,4-dinitrobenzene (BDNB). Ils appartiennent à la 

classe des dinitrohalobenzenes. Le CDNB inhibe irréversiblement l’activité trxR par une 

dérivatisation dinitrophenyl au niveau du motif sélénothiol de l’extrémité C-terminale de la 

trxR réduite (Nordberg et al., 1998). De plus, ce composé électrophile provoque une 

génération d’anion superoxyde en induisant une activité NADPH oxydase au niveau de la 

trxR inhibée. Le mécanisme moléculaire de cette activité implique une production de nitro-

anions catalysée par le FAD au niveau des groupements dinitrophénol issus de la 

dérivatisation de l’enzyme. Ces radicaux vont réagir avec l’oxygène pour produire l’anion 

superoxyde  (Nordberg, Zhong et al., 1998; Cenas et al., 2004).  

Un traitement des cellules HeLa par le CDNB et d’autres composés nitroaromatiques 

(juglone, tetryl) induit une importante cytotoxicité par apoptose avec activation des caspases 3 

et 7. De même, le CDNB est un puissant inducteur de l’apoptose dans des cellules HeLa ou 

dans des cellules A549 (Cellules de carcinome pulmonaire humain) surexprimant Bcl2 (Cenas 

et al., 2006). Dans des cellules PC12 neuronales, le CDNB induit une apoptose des cellules 

corrélée à l’apparition d’un important stress oxydant (Seyfried and Wullner, 2007). 

L’inhibition de trxR par des composés nitroaromatiques pourrait donc contribuer à l’induction 

de l’apoptose dans les cellules cancéreuses humaines exposées. 
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Figure 21 : Structure du CDNB. 

    II.2.4.1.4. L’arsenic trioxyde 

L’arsenic trioxyde (ATO) (figure 22) est utilisé en chimiothérapie anticancéreuse sous 

le nom de « Trisenox » pour le traitement de la leucémie aiguë promyélocytaire récurrente ou 

réfractaire (Douer and Tallman, 2005). L’ATO exercerait son action cytotoxique via 

l’induction de la voie apoptotique mitochondriale (Miller, 2002). Les protéines contenant un 

taux élevé de cystéine avec des groupements thiols accessibles semblent être des cibles de 

l’ATO (Miller et al., 2002). L’inhibition irréversible de trxR in vitro par l’arsenic trioxyde 

(IC50 = 0,25 µM) confirme cette hypothèse d’autant plus que seule la trxR réduite est inhibée. 

L’inhibition est donc dépendante de l’état redox de la protéine et une analyse en spectrométrie 

de masse suggère que le dithiol du site actif N-terminal et le sélénothiol du site actif C-

terminal réagissent avec l’ATO. Une inhibition irréversible de trxR par l’arsenic trioxyde a 

également été mise en évidence dans des cellules MCF7 après 48 h de traitement. Cette 

inhibition s’accompagnant d’une sévère oxydation de trx (Lu et al., 2007).  

 

 

Figure 22 : Structure de l’arsenic trioxyde. 

    II.2.4.1.5. Le motexafin gadolinium 

Le motexafin gadolinium (MGd) est une texaphyrine (molécule de la famille des 

porphyrines) complexée avec le gadolinium (III) (figure 23). Le MGd est actuellement testé 

en essais cliniques de phase III sous le nom de « Xcytrin » pour le traitement de différents 

types de cancers (poumon, cerveau, pancréas…). Les propriétés anticancéreuses de ce 
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composé sont dues à son métabolisme intracellulaire qui fait intervenir un cycle redox avec 

production d’anion superoxyde et d’autres ERO. Cette production d’espèces réactives de 

l’oxygène lors du métabolisme du MGd va engendrer l’oxydation d’autres métabolites tels 

que le NADPH, le GSH ou l’acide ascorbique, qui pour être actifs doivent impérativement 

être sous forme réduite (Magda and Miller, 2006). Ainsi, en rendant le milieu intracellulaire 

pro-oxydant, il est capable de respectivement promouvoir ou induire la cytotoxicité de la 

dexaméthasone dans des lignées cellulaires de myélomes multiples qui y sont sensibles ou à 

l’inverse hautement résistantes (Evens et al., 2005).  

Le MGd est également capable d’inhiber l’activité réductase de trxR1 et d’induire l’activité 

oxydase, générant ainsi de l’anion superoxyde et du peroxyde d’hydrogène. Le MGd est 

réduit par le sélénothiol du site actif en C-terminal de la trxR1 et non pas par le FAD ou le 

dithiol N-terminal (Hashemy et al., 2006). Il est ainsi plutôt un substrat non protéique de 

trxR1 qu’un inhibiteur (Arner, 2009). Le MGd est aussi un puissant inhibiteur de 

ribonucléotide réductase. Ses effets inhibiteurs sur ces activités enzymatiques contribuent 

probablement de façon importante aux effets anticancéreux. En effet, d’un part, l’inhibition du 

système trx/trxR associée à une production d’ERO est susceptible d’induire un important 

stress oxydant qui a pour conséquence le déclenchement de l’apoptose via l’oxydation des trx 

et le déclenchement de la voie ASK1. D’autre part, l’inhibition de la ribonucléotide réductase 

provoque un arrêt de la synthèse et de la réparation de l’ADN et donc un arrêt de la 

multiplication cellulaire (Hashemy, Ungerstedt et al., 2006). 

 

Figure 23 : Structure du motexafin gadolinium. 

    II.2.4.1.6. Curcumine et flavonoïdes  

La Curcumine et les flavonoïdes sont des polyphénols, composés naturels issus des 

plantes, qui ont été identifiés comme des agents anticancéreux potentiels grâce à leur action 

inhibitrice de trxR.  
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La curcumine (figure 24) inhibe irréversiblement l’activité trxR in vitro (IC50 = 3,6 µM) et 

dans les cellules HeLa (IC50 = 15 µM) en alkylant les cystéines 496 et 497 du site actif redox 

en C terminal de la protéine. L’enzyme modifiée est convertie en enzyme pro-oxydante avec 

une activité NADPH oxydase (Fang et al., 2005). 

Les flavonoïdes tels que la myricétine (figure 24) et la quercétine (figure 24) ont un mode 

d’action similaire avec une production d’ERO et une inhibition de la trxR avec des IC50, in 

vitro, équivalents à 0,62 et 0,97 µM respectivement. Ces composés ont une action 

cytostatique sur les cellules A549 corrélée à une inhibition de trxR et une oxydation de trx. La 

quercétine induit un arrêt du cycle cellulaire en phase S alors que la myricétine stoppe le cycle 

en phase sub-G1 (Lu et al., 2006). 

 

 

Figure 24 : Structure de la curcumine (1) et de la myricétine (2) et de la quercétine (3).  

   II.2.4.2. Les inhibiteurs de thiorédoxine 

    II.2.4.2.1. 1-methyl-propyl-2-imidazolyl disulfide 

Le 1-methyl-propyl-2-imidazolyl disulfide (PX-12) (figure 25) est un composé de 

synthèse présentant une importante activité antitumorale (Kirkpatrick et al., 1998; Baker et 

al., 2006). En effet, le 1-methyl-propyl-2-imidazolyl disulfide possède des capacités 

cytostatiques et cytotoxiques sur différentes lignées cellulaires en culture (Kunkel et al., 

1997). Le PX-12 inhibe de façon dose-dépendante la croissante de xénogreffes de cellules 

MCF7 et de cellules HL-60 (cellules de leucémie promyélotiques) dans des souris SCID 

(Kirkpatrick et al., 1999).  
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Le PX-12 provoque une thioalkylation réversible des Cystéine 32 et 35 du site catalytique de 

trx1 et une thioalkylation irréversible de la Cystéine 73 qui est à l’extérieur du site 

catalytique. Ces modifications empêchent la thiorédoxine réductase 1 de reconnaître trx1 en 

tant que substrat. Sa réduction n’étant plus possible, cette dernière est inactivée (Kirkpatrick, 

Kuperus et al., 1998). Dans des lignées de cellules cancéreuses (MCF7, HT29), cette 

inactivation induit une diminution du niveau intracellulaire de la protéine HIF-1α et bloque la 

formation de VEGF (Welsh et al., 2003). Chez des patients porteurs de tumeurs solides, cette 

inactivation induit une diminution du taux plasmatique de trx1 et de VEGF (Baker, Dragovich 

et al., 2006). De plus, l’inactivation de trx1 par le PX-12 interrompt l’interaction entre trx-1 et 

ASK1 entraînant l’activation de la voie apoptique via l’activation de JNK (Lee et al., 2002). 

Après avoir été testé en phase I d’essais clinique (Ramanathan et al., 2007), le PX-12 a 

récemment été évalué en phase II pour le traitement du cancer du pancréas mais il s’est révélé 

inefficace en tant que monothérapie dans les conditions testées (Ramanathan et al., 2010). 

   

 

Figure 25 : Structure du PX-12. 

    II.2.4.2.2. 4-(benzothiazol-2-yl)-4-hydroxycyclohexa-2,5-

dienone (AW464) 

 Le « AW464 » également appelé « PMX464 » est une quinone substituée par un 

benzothiazol (figure 26). Une analyse du « National Cancer Institute » montre que sur un 

panel de 60 lignées cellulaires, le AW464 est particulièrement actif sur les cellules de cancer 

du colon, de cancer rénal ou de cancer du sein (MCF7, MDA-MB231, MDA-N). Sur plus de 

10000 gènes testés dans les cellules HCT116 (cellules d’adénocarcinome colloïde) traitées par 

1 mM de AW464 pendant 24 h, seul le gène codant pour trxR est surexprimé de plus de 3 

fois. Le AW464 est capable de se lier aux cystéines 32 et 35 du site actif de trx et cette liaison 

engendre une inhibition de l’activité de trx (Bradshaw et al., 2005). Le AW464 possède des 

effets antiprolifératifs et antiangiogéniques sur des cellules de cancer colorectal (HT29, 

SW480, SW620) et sur des cellules endothéliales normales. Ces effets sont favorisés en 
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conditions d’hypoxie. Par contre, cet inhibiteur de trx n’a pas d’effet sur des fibroblastes 

(Mukherjee et al., 2005). Le AW464 diminue l’activité transcriptionelle de HIF-1α, la liaison 

à l’ADN et l’expression de VEGF bien que le taux de HIF-1α intracellulaire augmente, 

probablement par inhibition de sa dégradation (Jones et al., 2006). 

 

Figure 26 : Structure du AW464. 

   II.2.4.3. Polluants environnementaux : Acroléine et Chrome 

hexavalent, deux inhibiteurs de thiorédoxine et de thiorédoxine réductase 

 L’acroléine (figure 27), encore appelée 2-propenal est un aldéhyde aliphatique 

insaturé, extrêmement réactif et toxique par inhalation et ingestion. C’est un irritant majeur 

présent dans la fumée de cigarette. L’acroléine trouve son origine dans les phénomènes de 

combustion (combustion du bois, combustion interne des moteurs, combustion des acides 

gras…). Dans les cellules, c’est un produit endogène de la peroxydation lipidique et un 

métabolite des polyamines, en particulier de l’allylamine (Wang et al., 2011). De plus, 

l’acroléine est un métabolite secondaire des cyclophosphamides fréquemment utilisé en 

chimiothérapie anticancéreuse dans le traitement du cancer du sein (Ludeman, 1999). 

L’acroléine est hautement toxique pour de nombreux types cellulaires incluant les cellules 

épithéliales bronchiques humaines, les fibroblastes, les cellules musculaires lisses des 

vaisseaux et les cellules endothéliales.  

L’acroléine est électrophile, et réagit donc rapidement avec les groupements nucléophiles, en 

particulier les thiols intracellulaires comme ceux des thiorédoxines réductases. Dans des 

cellules humaines d’épithélium bronchique (BEAS-2B), l’activité trxR est inhibée de façon 

irréversible à plus de 85% lorsque les cellules sont traitées par 5 µM d’acroléine pendant 30 

min. Cette inhibition de trxR est concomitante avec une oxydation des thiorédoxines 1 et 2 

(Myers and Myers, 2009) . 

 

Figure 27 : Structure de l’Acroléine. 
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 Le chrome hexavalent ou chrome VI (6
e
 état d’oxydation du chrome) est produit et 

utilisé dans l’industrie de l’acier et du textile. C’est un composé particulièrement toxique par 

inhalation et qui peut provoquer d’importantes réactions allergiques par contact avec la peau. 

Le chrome VI entre facilement dans les cellules où il est réduit en espèces réactives du 

chrome qui contribueront à la production d’ERO. De par son état d’oxydation, il est 

susceptible d’influencer le statut redox et la balance des thiols intracellulaires. Ainsi, un 

traitement de cellules épithéliales bronchiales humaines par le chrome VI induit une 

oxydation dépendante de la dose et du temps des trx1 et trx2 qui est reversée suite à l’ajout 

d’agent réducteur comme le TCEP (Myers et al., 2008). Cette oxydation est consécutive à une 

inhibition de l’activité trxR qui n’est pas restituée après retour des cellules dans du milieu 

complet ou après ajout de NADPH. De plus, l’inhibition de la trxR par le chrome hexavalent 

n’induit pas la synthèse de novo de trxR (Myers and Myers, 2009).  

III. ERO, SYSTEME TRX/TRXR ET PHOSPHATASES CDC25 DANS LE CANCER 

 III.1. Statut redox des cellules cancéreuses 

 Comparés aux cellules normales, de nombreux types de cellules cancéreuses semblent 

fonctionner avec un haut niveau d’ERO intracellulaires aussi bien en culture que in vivo 

(Pelicano et al., 2004; Schumacker, 2006; Trachootham et al., 2009; Wondrak, 2009). Par 

exemple, le taux d’ERO intracellulaire est plus élevé dans des cellules de leucémies que dans 

des lymphocytes normaux (Zhou et al., 2003). C’est également le cas pour différents types de 

tumeurs solides (cancer du sein, du poumon, de la prostate, des reins…), issus de 

prélèvements cliniques ou issus de cultures cellulaires, pour lesquelles des études ont montré 

une augmentation des ERO pouvant être accompagnée par une augmentation des produits 

issus des dommages oxydants tels que des bases oxydées de l’ADN comme la 8OHdG (8-

hydroxy-désoxyguanosine) ou des produits de peroxydation lipidique (Toyokuni et al., 1995; 

Ray et al., 2000; Hileman et al., 2004; Tas et al., 2005; Patel et al., 2007; Tsao et al., 2007; 

Kumar et al., 2008). Bien que les voies conduisant à une élévation du taux d’ERO dans les 

cellules cancéreuses ne soient pas encore totalement élucidées, de nombreux mécanismes 

susceptibles de causer un stress oxydant lors du développement et de la progression d’un 

cancer sont incriminés. L’activation d’oncogènes, une dérégulation métabolique, un 

dysfonctionnement mitochondrial, une diminution de l’expression de certaines enzymes 

antioxydantes ou une perte de fonction de la protéine p53 sont des facteurs connus pour 

engendrer une importante production d’ERO dans les cellules cancéreuses (Pelicano, Carney 
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et al., 2004; Tas, Hansel et al., 2005; Liu et al., 2008; Olovnikov et al., 2009; Trachootham, 

Alexandre et al., 2009). Aux stades les plus avancés de la transformation maligne, stress 

oxydant et mutagénèse se succèdent dans un cercle vicieux selon lequel les ERO induisent des 

mutations dans l’ADN nucléaire et mitochondrial, provoquant des dysfonctionnements 

métaboliques associés à une augmentation de la production d’ERO (figure 28) (Pelicano, 

Carney et al., 2004; Trachootham, Alexandre et al., 2009; Ralph et al., 2010). 

 

 

Figure 28 : Cercle vicieux de la production d’ERO dans les cellules cancéreuses 

(Trachootham, Alexandre et al., 2009). 

 L’installation d’un déséquilibre redox est susceptible d’induire différentes réponses 

biologiques dépendantes de l’intensité du stress et des capacités d’adaptation des cellules 

concernées. L’effet induit (prolifération, arrêt de la croissance cellulaire, sénescence, 

apoptose, nécrose) dépendra des voies de signalisation activées. Il semblerait que les cellules 

cancéreuses aient acquis des mécanismes d’adaptation au stress oxydant afin de contrecarrer 

les effets toxiques des ERO et de promouvoir les voies de survie cellulaire. En effet, sous la 

pression sélective imposée par leur statut redox élevé, une population de cellules cancéreuses 

pourrait s’enrichir en cellules capables de survivre en présence d’une forte quantité d’ERO. Il 

est ainsi concevable que durant la transformation d’une cellule normale en cellule tumorale, 

les oncogènes induisent à la fois un signal qui engendre la production d’ERO pour augmenter 

la prolifération cellulaire et un signal qui induit le développement de mécanismes adaptatifs 
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pour minimiser les dommages oxydatifs. Bien qu’il ait été observé que la diminution de 

l’expression de certaines enzymes éliminatrices d’ERO comme la catalase puisse participer à 

l’instauration du stress oxydant dans certaines tumeurs, de nombreux auteurs considèrent au 

contraire que le mécanisme d’adaptation prédominant des cellules cancéreuses contre la 

surproduction d’ERO est la surexpression ou l’augmentation de l’activité d’une ou plusieurs 

enzymes antioxydantes (Pelicano, Carney et al., 2004; Valko, Rhodes et al., 2006; 

Trachootham, Alexandre et al., 2009). Le cas du système trx/trxR en est un exemple 

d’importance. 

 III.2. Système thiorédoxine/thiorédoxine réductase et cancer  

 Une augmentation de l’expression des trx et/ou des trxR a été mise en évidence dans 

des cancers solides tels que des cancers colorectaux, hépatiques, pancréatiques, pulmonaires 

et des cancers du sein (Berggren et al., 1996; Lincoln et al., 2003; Biaglow and Miller, 2005; 

Cha et al., 2009). Une surexpression des trx a également été mise en évidence dans des 

lymphomes ou des leucémies (Shao et al., 2001) ou dans différentes lignées cellulaires 

cancéreuses telles que MCF7 (adénocarcinome mammaire humain) ou HT29 

(adénocarcinome humain de colon), suite à une stimulation par un apport de sérum (Berggren, 

Gallegos et al., 1996). L’activité élevée du système trx/trxR, engendrée par la surexpression 

de ses membres, est souvent associée à des phénotypes tumoraux plus agressifs (Arner, 2009). 

Ainsi, l’augmentation de l’expression de la trx1 dans des cellules issues de patients atteints de 

cancers colorectaux est corrélée à une diminution de la survie de ces patients (Raffel et al., 

2003) . En 2003, Lincoln et al ont montré que le système trx/trxR était surexprimé dans 

différents types de cellules tumorales agressives, résistantes à l’apoptose et présentant un 

potentiel métastasique élevé. De plus, l’utilisation d’ARN interférent pour la trxR1 conduit 

des carcinomes de poumon vers un phénotype similaire aux cellules normales (Yoo et al, 

2006). Cette corrélation entre l’expression des trx/trxR et le phénotype plus ou moins agressif 

des tumeurs suggère que le système trx/trxR pourrait être impliqué dans les processus 

d’oncogenèse et de tumorogenèse. 

Dans un article décrivant les caractéristiques du cancer, Hanahan et Weinberg ont souligné 

que la malignité d’une cellule tumorale reflète six capacités nouvelles, à savoir, une 

indépendance vis-à-vis des signaux de prolifération, une insensibilité aux signaux 

antiprolifératifs, un échappement à l’apoptose, un potentiel illimité de réplication, une 

stimulation de l’angiogenèse et un pouvoir d’invasion et de dissémination à distance 
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(Hanahan and Weinberg, 2000). Selon la littérature, il semblerait que le système trx/trxR 

pourrait intervenir dans l’acquisition et le maintien de la plupart, voir de toutes ces aptitudes 

sans pour autant que son rôle et son importance dans ces différents phénomènes soit 

clairement défini (Farina et al., 2001; Welsh et al., 2002; Biaglow and Miller, 2005; Enoksson 

et al., 2005; Gan et al., 2005; Arner and Holmgren, 2006; Marks, 2006). Le rôle du système 

trx/trxR dans le développement tumoral semble être lié au stade d’évolution du cancer. Ainsi, 

avant la transformation d’une cellule normale en cellule cancéreuse, les thiorédoxines jouent 

davantage un rôle protecteur puisqu’elles contrecarrent le stress oxydant susceptible d’être 

induit par de nombreux carcinogènes. Une fois le phénotype cancéreux apparu, une 

expression importante des trx ou des trxR pourrait promouvoir la croissance tumorale grâce à 

leurs fonctions anti-apoptotiques et pro-réplicatives. Par exemple, il a était montré qu’une 

surexpression des thiorédoxine réductase 1 dans des tumeurs mammaires est associé à un 

mauvais pronostic clinique (Cadenas et al., 2010). Trx et trxR pourraient finalement intervenir 

dans l’installation du stade métastatique du cancer en favorisant l’angiogenèse et l’invasion 

tissulaire (Tonissen and Di Trapani, 2009). 

De plus, la surexpression des acteurs du système trx/trxR dans des cellules cancéreuses 

semble favoriser le développement de résistance à certains médicaments. En effet, un niveau 

intracellulaire élevé en trx1 est associé à une résistance au cisplatine dans des lignées 

cellulaires issues de cancers de la vessie, de la prostate, de l’estomac ou du colon (Yamada et 

al., 1996). Dans la lignée MCF7, la résistance à l’apoptose induite par le cisplatine est liée à 

une surexpression de la thiorédoxine 1 nucléaire qui induirait une surexpression de la protéine 

anti-apoptotique p53 (Chen et al., 2007). Une résistance de cette même lignée cellulaire au 

tamoxifène est quant à elle associée à une surexpression d’un panel de protéines 

antioxydantes, dont la trx, suite à l’activation au niveau de l’ADN de l’élément de réponse 

« ARE » (antioxydant response element) par la protéine Nrf2 (NF-E2-related factor 2) (Kim 

et al., 2008). Dans des tumeurs de sein issues de patientes, Kim et al ont montré en 2005 

qu’une surexpression des trx est associée à un phénomène de résistance au traitement par le 

Docetaxel (Kim et al., 2005). A l’inverse, la diminution du niveau de trx1, par l’utilisation 

d’ARN antisens, conduit à une augmentation de la sensibilité de différentes lignées cellulaires 

cancéreuses non seulement au cisplatine mais aussi à d’autres agents anticancéreux comme la 

doxorubicine et l’étoposide (Yokomizo et al., 1995). Cependant, une seule surexpression de 

trx ne semble pas être suffisante pour le phénomène de résistance puisqu’une transfection de 

cellules cancéreuses ovariennes avec trx1 n’augmente pas la résistance de ces cellules au 

cisplatine, à la doxorubicine ou à la mitomycine (Yamada et al., 1997).  
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 III.3. Phosphatases CDC25 et cancer 

 Comme cela a été évoqué dans le premier chapitre, les phosphatases CDC25 jouent un 

rôle crucial dans la régulation du cycle cellulaire en assurant le maintien, dans le temps et 

dans l’espace, de l’activité des complexes cycline/CDK. Les CDC25 font elles-même l’objet 

d’une fine régulation afin d’être inactivées au niveau des « checkpoints » du cycle cellulaire 

pour laisser à la cellule le temps de réparer d’éventuels dommages au niveau de son ADN. 

Une dérégulation de ce processus, au même titre qu’une surexpression des CDC25, est 

susceptible d’induire une accumulation d’anomalies génétiques, premier pas vers la 

transformation cancéreuse. Illustrant ce postulat, une étude récente sur des souris 

transgéniques a montré qu’une surexpression de CDC25A coopère avec les oncogènes « ras » 

et « neu » dans la promotion de la tumorigenèse de glandes mammaires murines en favorisant 

l’instabilité génomique (Ray et al., 2007; Ray and Kiyokawa, 2008).  

Une surexpression des phosphatases CDC25A et B a été mise en évidence dans de nombreux 

types de cancers solides tels que des cancer du sein, de la thyroïde, du foie, des ovaires, du 

colon, de la prostate, des poumons, de l’œsophage, du larynx, de l’estomac, du pancréas, de 

l’endomètre, de la tête et du cou mais également dans des neuroblastomes et glioblastomes ou 

dans des lymphomes non-Hodgkinien (figure 29). Une surexpression des CDC25C est moins 

fréquemment observée, mais elle a toutefois été mise en évidence dans des échantillons issus 

de lymphomes non-Hodgkinien, de cancer colorectaux, endométrial et vulvaire 

(Kristjansdottir and Rudolph, 2004; Boutros, Lobjois et al., 2007; Aressy and Ducommun, 

2008; Kiyokawa and Ray, 2008; Xing et al., 2008; Wang et al., 2010). Cependant, la 

surexpression mise en évidence au niveau des ARNm ne se traduit pas toujours par une 

surexpression des protéines et inversement. Par exemple, dans une étude sur des biopsies de 

neuroblastomes, les ARNm de CDC25B étaient surexprimés à 80 % alors que le taux de 

surexpression des protéines n’était que de 5% dans les mêmes échantillons (Wu et al., 1998; 

Takemasa et al., 2000; Sato et al., 2001). Dans de nombreuses études, la surexpression des 

CDC25 est corrélée avec un mauvais pronostic clinique associé à un cancer agressif (Aressy 

and Ducommun, 2008). Toutefois, dans le cas du cancer du sein notamment, cette corrélation 

n’est pas absolue puisqu’elle n’a pas été retrouvée dans tous les types de tumeurs étudiées 

(Galaktionov et al., 1995; Cangi et al., 2000; Ito et al., 2004). 

 

 



Introduction 

58 

 

 

Figure 29 : Surexpression des phosphatases CDC25 dans différents cancers humains 

(Boutros, Lobjois et al., 2007; Wang, Trope et al., 2010). 

Les mécanismes qui modifient la régulation de l’expression des CDC25 durant la 

tumorogenèse n’ont pas encore été clairement élucidés. Il n’y a actuellement aucune preuve 

qui montrerait que la surexpression des CDC25 dans le cancer serait due à une amplification, 

une mutation ou des réarrangements génétiques. De plus, le manque de corrélation entre les 

niveaux de transcrits et de protéines suggère que la variation de la quantité de CDC25 peut 

prendre place à n’importe quel niveau entre la transcription et la traduction, ou encore être 

due à des modifications post-traductionnelles. D’un point de vue transcriptionnel, la 

surexpression des transcrits de CDC25A est corrélée avec l’activation du proto-oncogène c-

myc dans le cancer du sein (Boutros, Lobjois et al., 2007). D’un point de vue post-

traductionnel, la surexpression des CDC25A dans des lignées cellulaires de cancer du sein est 

corrélée avec une augmentation de leur demi-vie (Loffler et al., 2003). Pour expliquer un tel 

gain de stabilité, des pistes récentes ont été mises en évidence. Ainsi, l’équipe de Pereg et al a 

montré l’existence d’une corrélation entre la surexpression de CDC25A et la surexpression de 

la protéine Dub3 (enzyme de dé-ubiquitinylation 3) dans un panel de tumeurs mammaires. 

Dub3 est une ubiquitine hydrolase empêchant la dégradation de la phosphatase par le 

protéasome. Sa surexpression a pour conséquence une accumulation anormale de CDC25A 

(Pereg et al., 2010).  De même, une corrélation entre la surexpression de CDC25A et 
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l’inactivation de la protéine GSK-3β a été mise en évidence dans des tissus tumoraux humains 

lors d’une étude réalisée par Kang et al en 2008. L’inactivation de cette kinase qui favorise 

l’ubiquitinylation de CDC25A (cf I.2.4.1.) permet elle aussi un accroissement aberrant de la 

quantité de CDC25A (Kang, Wei et al., 2008). 
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I. Objectifs 

 La dérégulation de l’expression des phosphatases CDC25 (Boutros, Lobjois et al., 

2007) et des éléments du système trx/trxR (Mukherjee and Martin, 2008) dans le cancer ainsi 

que leurs rôles supposés dans la tumorogenèse en font des cibles de choix pour l’élaboration 

de thérapeutiques anticancéreuses. Comme nous l’avons précisé dans l’introduction de ce 

travail, les phosphatases CDC25 sont inactivées, in vitro, par le peroxyde d’hydrogène et 

réactivables par le système trx/trxR (Sohn and Rudolph, 2003). L’existence d’une telle 

régulation fonctionnelle dans les cellules cancéreuses permettrait à ces dernières de profiter 

pleinement du potentiel oncogénique des CDC25 afin de se diviser sans relâche. En effet, 

comme nous l’avons précisé dans le chapitre II.1., les cellules cancéreuses semblent présenter 

fréquemment un statut redox intracellulaire plus pro-oxydant que les cellules normales 

(Trachootham, Alexandre et al., 2009). Cependant, de telles conditions pro-oxydantes 

pourraient être délétères pour l’activité des phosphatases CDC25. De ce fait, la protection de 

l’activité de ces dernières par le système trx/trxR pourrait constituer un mécanisme adaptatif 

primordial pour la prolifération des cellules tumorales. De plus, le maintien de l’activité des 

CDC25 par le système trx/trxR en conditions de stress oxydant pourrait être un mécanisme 

impliqué dans la résistance des cellules cancéreuses à certains traitements 

chimiothérapeutiques générateurs d’ERO tels que la doxorubicine. 

Bien qu’une ancienne étude, datant de 1993, ait suggéré l’existence d’une telle régulation 

dans des cellules embryonnaires (Natsuyama, Noda et al., 1993), aucune étude récente n’a 

clairement démontré l’inactivation des CDC25 par les ERO et leur réactivation par les trx in 

cellulo et en particulier dans des cellules cancéreuses. 

Ainsi ce travail de thèse a pour objectif de préciser l’influence du système trx/txrR sur la 

modulation redox de l’activité CDC25 dans des lignées cellulaires d’adénocarcinome 

mammaire humain. Ce travail permettra d’apporter des éléments de réponse aux questions 

suivantes pour ces lignées cellulaires : 

- L’activité CDC25 est-elle inhibée en condition de stress oxydant dans des cellules issues 

d’adénocarcinome mammaire ?  

- Une inhibition du système trx/trxR a-t-elle un impact sur l’activité CDC25 dans les cellules 

cancéreuses ?  

Mettre en évidence un tel mécanisme de régulation et comprendre les modalités par lesquelles 

il s’opère fourniraient des informations utiles afin de définir quelle est la cible thérapeutique 

de plus grand intérêt entre les CDC25 ou le système trx/trxR. En effet, si l’existence d’une 
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telle régulation dans les cellules cancéreuses se confirme, une inhibition du système trx/trxR 

pourrait suffire à induire un arrêt du cycle cellulaire via notamment une inhibition redox des 

phosphatases CDC25, et ceci particulièrement en présence d’un traitement anticancéreux pro-

oxydant. 

II. Stratégie 

 La stratégie adoptée afin de répondre aux objectifs énoncés consiste à étudier dans un 

premier temps la régulation des CDC25 par le peroxyde d’hydrogène et le système trx/trxR in 

vitro avant de continuer dans un deuxième temps cette étude sur des lignées cellulaires 

d’adénocarcinome mammaire.  

 En 2003, le travail de Sohn et Rudolph a demontré, in vitro, le rôle du système 

trx/trxR dans la réactivation des CDC25 suite à leur oxydation par le peroxyde d’hydrogène et 

ce, sur les domaines catalytiques des CDC25B et C. Ainsi, avant de commencer l’étude in 

cellulo, il sera intéressant de vérifier également la sensibilité de l’isoforme A dans nos 

conditions de travail. Pour cela, l’étude sera réalisée avec des protéines de fusion GST-

CDC25 préalablement purifiées et les activités enzymatiques seront réalisées en 

spectrofluorimétrie en présence de peroxyde d’hydrogène.  

 L’étude in cellulo commencera par le choix des lignées cellulaires d’intérêt. Pour cela, 

le niveau d’expression des thiorédoxines et des thiorédoxines réductases sera évalué dans 

différentes lignées d’adénocarcinome mammaire (MCF7, MDA-MB 231, VCREMS, 

DOXOR…). Le but étant de choisir et d’utiliser deux lignées possédant des profils 

d’expression différents afin de pouvoir discerner d’éventuelles variations au niveau des 

réponses cellulaires aux traitements qui seront effectués. 

Ainsi, la sensibilité des CDC25 au peroxyde d’hydrogène sera évaluée dans les lignées 

cellulaires choisies mais également dans une lignée MCF7 surexprimant la MnSOD, enzyme 

productrice de peroxyde d’hydrogène. Le développement préalable de cette lignée sera un 

outil expérimental intéressant car la surexpression de la MnSOD devrait engendrer la 

production endogène de plus grande quantité d’H2O2, rendant le milieu intracellulaire 

davantage pro-oxydant. 

Ensuite, afin d’étudier le rôle du système trx/trxR dans la régulation redox des CDC25, nous 

évaluerons les effets d’une inhibition chimique soit de la thiorédoxine réductase avec 

l’Auranofine, soit de la thiorédoxine avec l’Acroléine, sur l’activité CDC25 dans les lignées 

cellulaires choisies. Ces deux inhibiteurs, Auranofine et Acroléine ont été choisis parmi les 



Objectifs et Stratégie 

63 

 

composés cités dans le chapitre « Introduction, II.2.4.1 », pour leurs effets démontrés dans 

d’autres lignées cellulaires et leur disponibilité commerciale. 

Afin d’évaluer l’impact des différentes conditions de traitement précédemment citées sur le 

cycle cellulaire et notamment sur l’activité CDC25, la viabilité cellulaire, la quantité relative 

des ERO intracellulaires, l’activité trxR ou encore l’analyse du contenu en glutathion et en 

ADN seront mesurés. L’activité des CDC25 sera évaluée grâce à l’estimation du niveau de 

phosphorylation de ses substrats naturels : CDK1 et CDK2. 
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I. MODULATION REDOX DE L’ACTIVITE CDC25 PAR LE PEROXYDE 

D’HYDROGENE 

 I.1. Modulation redox de l’activité CDC25 par H2O2 in vitro 

  I.1.1. Inhibition des phosphatases CDC25 par H2O2 

 En 2003, Sohn et Rudolph ont montré que les domaines catalytiques des CDC25B et C 

sont sensibles à l’oxydation par H2O2 ce qui inhibe leur activité enzymatique, in vitro. Dans 

notre étude, nous avons étudié l’effet d’un traitement par H2O2 sur l’activité des protéines de 

fusion GST-CDC25A et C tout en contrôlant notre travail avec une protéine de fusion GST 

couplé avec le domaine catalytique de CDC25B. Comme le montre la figure 30, le peroxyde 

d’hydrogène inhibe l’activité CDC25 de façon dose-dépendante. Les activités de CDC25A et 

CDC25B présentent une importante sensibilité à H2O2 avec respectivement une CI50 de 

100 ± 4.6 µM et 75 ± 3.3 µM. Par contre, l’activité de CDC25C est moins sensible que 

celle des autres isoformes avec une CI50 de 300 µM.  

 

Figure 30 : Inhibition de l’activité phosphatase des protéines de fusion GST - CDC25A, 

B et C par le peroxyde d’hydrogène, in vitro. 
L’activité des phosphatases CDC25A, B et C a été évaluée par la mesure spectrophotométrique de la 

déphosphorylation de l’OMFP. Les phosphatases CDC25 ont été mises en présence de concentrations 

croissantes [0-8 mM] de H2O2 pendant 2 min à 37°C.  L’excès d’H2O2 a été éliminé par ajout de 

catalase (25U). La mesure de l’activité enzymatique a été réalisée en cinétique à 37°C durant 15 min. 

L’activité résiduelle est exprimée en % du contrôle qui correspond à l’activité des CDC25 non traitées. 

Différences significatives entre le contrôle et les échantillons traités : P < 0.05, (n = 3). 

  I.1.2. Réactivation de CDC25A par le TCEP et le système trx/trxR 

 Le travail réalisé par Sohn et Rudolph a montré que l’oxydation inhibitrice des 

CDC25B par le peroxyde d’hydrogène est réversible en présence d’éléments réducteurs tels 
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que le DTT ou les agents du système trx/trxR mais pas après l’addition de glutathion. Nous 

avons voulu vérifier si le même type de réversion existait avec l’isoforme A. Les résultats 

obtenus montrent qu’après une inhibition de 67 % de l’activité CDC25A avec 0,5 mM de 

peroxyde d’hydrogène, l’addition de TCEP, un composé réducteur plus stable que le 

DTT, ou de trx et trxR permet de totalement restaurer l’activité phosphatase (figure 31). 

 

Figure 31 : Réversion de l’inhibition des protéines de fusion GST – CDC25A par le 

TCEP et le système trx/trxR, in vitro. 
Les phosphatases CDC25 ont été mises en présence de 0,5 mM d’H2O2 pendant 2 min. La réaction a 

été arrêtée par l’ajout de catalase (25U) puis 1 mM TCEP ou 54,5 mU trx, 47,3 mU trxR, 12 mM 

NADPH ont été ajoutés au milieu réactionnel pendant 10 min avant de réaliser la mesure de l’activité 

enzymatique en cinétique à 37°C pendant 15 min. 

*Différences significatives entre le contrôle et les échantillons traités : P < 0.05, (n = 3). 

 

Ces résultats sont similaires à ceux établis par Sohn et Rudolph qui ont montré qu’un 

traitement de CDC25B par le peroxyde d’hydrogène induit la formation d’un pont disulfure 

entre la cystéine catalytique (Cys
431

) et une cystéine voisine du site actif (Cys
384

). La 

formation d’un tel pont disulfure lors d’une oxydation par H2O2 a également été montré, in 

vitro, pour d’autres PTPs comme PTEN, LMW-PTP, PRL-1 (Caselli, Marzocchini et al., 

1998; Lee, Yang et al., 2002; Cho, Lee et al., 2004; Yu et al., 2007). La thiorédoxine et le 

TCEP restaureraient l’activité enzymatique des CDC25 en réduisant ce pont. L’importante 

réactivité des CDC25 avec H2O2 a été attribuée à l’exposition de la cystéine catalytique 

susceptible de faciliter la formation du pont disulfure. En effet, d’autres phosphatases comme 

PTP1B sont moins sensibles à l’oxydation par H2O2 que les CDC25 probablement parce que 

leur site actif est plus enfoui au sein de leur structure tridimensionnelle (Sohn and Rudolph, 

2003). 
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 I.2. Régulation de l’activité CDC25 par un apport exogène d’H2O2 dans des 

cellules d’adénocarcinome mammaire humain 

Après avoir évalué les effets du peroxyde d’hydrogène sur les phosphatases CDC25 in 

vitro, nous avons étudié ses conséquences sur le cycle cellulaire et sur l’activité CDC25 dans 

deux lignées issues d’adénocarcinome mammaire humain, les cellules MCF7 et MDA-MB 

231. Ces lignées cellulaires ont été choisies car elles présentent des profils d’expression 

opposés pour la trx1. En effet, les cellules MCF7 surexpriment fortement trx1 par rapport aux 

cellules MDA-MB 231 alors que le niveau d’expression de la thiorédoxine réductase est 

comparable dans les deux lignées (figure 32). Une telle différence d’expression de trx1 est 

intéressante pour l’étude du rôle du système trx/trxR dans la régulation de l’activité des 

CDC25. 

 
 

Figure 32 : Niveau d’expression de la thiorédoxine 1 et de la thiorédoxine réductase 1 

dans les cellules MCF7 et les cellules MDA-MB-231.  
Le niveau d’expression de trx1 et de trxR1 a été évalué par western blotting. La coloration au Rouge 

de Ponceau indique que la même quantité de protéines a été déposée pour chaque échantillon. Le 

résultat présenté est représentatif des résultats obtenus pour 3 expériences indépendantes. 
 

Pour étudier les effets de H2O2sur l’activité CDC25 in cellulo, il est nécessaire de générer un 

stress oxydant dans les lignées cellulaires d’intérêt. Les conditions de traitement optimales 

pour induire un tel stress ont donc été déterminées par l’étude de la cytotoxicité et de la 

production d’ERO après un traitement par le peroxyde d’hydrogène. 

  I.2.1. Cytotoxicité du peroxyde d’hydrogène 

 Le peroxyde d’hydrogène est un produit endogène du métabolisme cellulaire. 

Cependant, lorsqu’il est présent en quantité importante, il est connu pour être toxique. Afin de 
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déterminer la sensibilité des cellules MCF7 et MDA-MB 231 à ce composé, ces dernières ont 

été traitées par des concentrations croissantes d’H2O2 [0-3 mM] pendant 24 h. La cytotoxicité 

résultante a été évaluée par cytométrie en flux avec deux sondes fluorescentes, le H2DCFDA 

et l’IP (Cf. Matériel et Méthodes, IV). La courbe de cytotoxicité obtenue révèle que les deux 

lignées cellulaires testées présentent la même sensibilité au traitement par H2O2 avec une CI50 

de 1,46 ± 0.02 mM dans les cellules MCF7 et de 1,43 ± 0.03 mM dans les cellules MDA-MB 

231 (figure 33).  

 

 
 

Figure 33 : Evaluation de la cytotoxicité du peroxyde d’hydrogène sur des cellules 

MCF7 et MDA-MB 231 après 24 h de traitement. 
Les effets de H2O2 sur la viabilité des cellules MCF7 et MDA-MB 231 ont été évalués par une analyse 

en cytométrie en flux avec le H2DCFDA et l’IP comme sonde. Les cellules ont été traitées par des 

concentrations croissantes d’H2O2 [0-3 mM] pendant 24 h. n=3. 

 

D’après les résultats obtenus, il semble que les effets cytotoxiques de H2O2 soient indépendants de 

trx1 puisque les deux lignées cellulaires présentent la même sensibilité au peroxyde d’hydrogène 

alors qu’elles possèdent des niveaux d’expression différents pour la trx1. 

La cytotoxicité de H2O2 dans les lignées cellulaires étudiées est due à sa capacité d’oxydation des 

macromolécules cellulaires (protéines, ADN, lipides) (Cf. Introduction, II.1). Ces oxydations sont 

proportionnelles à la quantité d’ERO présentes dans le milieu intracellulaire. Il est donc 

intéressant d’évaluer le taux de ces ERO dans les cellules traitées. 
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  I.2.2. Evaluation de la quantité d’ERO intracellulaires 

 Si l’on connaît la quantité de peroxyde d’hydrogène apporté aux cellules, on ne 

connaît pas la quantité d’ERO intracellulaires résiduelle. En effet, la quantité d’espèces 

réactives de l’oxygène présentent dans les lignées dépend de l’apport extérieur, de la 

production par le métabolisme cellulaire et de la dégradation d’H2O2 par les peroxydases 

intracellulaires (catalase, prx, gpx). Or, comme nous l’avons vu pour trx1, les niveaux 

d’expression des peroxydases mais également des enzymes génératrices d’ERO peuvent 

différer d’un type cellulaire à l’autre. Les deux lignées cellulaires sont donc susceptibles de 

présenter des taux d’ERO intracellulaires différents pour une même dose d’H2O2 reçue. 

 

 

 
 

Figure 34 : Effet de H2O2 sur les taux intracellulaires d’ERO et d’anion superoxyde 

dans les cellules MCF7 et MDA-MB 231. 
Les cellules ont été traitées par des concentrations croissantes d’H2O2 [0-2 mM] pendant 15 min. La 

quantité relative d’ERO (A) et la quantité relative d’anions superoxyde (B) ont été évaluées par 

cytométrie en flux avec respectivement le H2DCFDA et le DHE comme sondes fluorescentes. 

*Différences significatives entre le contrôle et les échantillons traités : P < 0.05, (n = 3). 
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Afin d’évaluer ces taux, les cellules MCF7 et MDA-MB 231 ont été traitées par des 

concentrations croissantes de peroxyde d’hydrogène [0-2 mM] pendant 15 min et les quantités 

d’ERO globales et d’anions superoxyde intracellulaires ont été mesurées par cytométrie en 

flux dans ces lignées à l’aide de deux sondes fluorescentes qui sont respectivement le 

H2DCFDA et le DHE (Cf. Matériel et Méthodes, V). Le temps de traitement choisi a été 

déterminé lors d’une précédente expérience réalisée en cinétique au cours de laquelle nous 

avons pu établir que lors d’un traitement par H2O2, la quantité maximale d’ERO est mesurable 

après 15 min (résultats non présentés).  

Les résultats obtenus montrent que dans les deux lignées cellulaires, la quantité d’ERO 

intracellulaires augmente avec la dose d’H2O2 reçue. Cependant, le taux d’anions 

superoxyde ne varie pas (figure 34 A et B). Un traitement par 1 mM d’H2O2 est donc 

susceptible d’induire un stress oxydant car il génère une augmentation de 2,3 fois du taux 

d’ERO intracellulaires dans les deux lignées cellulaires étudiées (figure 34). 

L’équivalence des taux d’ERO observés dans les cellules MCF7 et MDA-MB 231 lors d’un 

traitement par H2O2 peut être mise en parallèle avec la concordance des CI50 des deux lignées 

pour le peroxyde d’hydrogène. 

  I.2.3. Répartition des cellules dans le cycle cellulaire 

 Si les effets in vitro du peroxyde d’hydrogène sur l’activité CDC25 existent également 

in cellulo, alors l’augmentation d’ERO dans les cellules MCF7 et MDA-MB 231 est 

susceptible d’engendrer un arrêt du cycle cellulaire. Afin de vérifier cette hypothèse, les 

cellules ont été traitées par 1 mM d’H2O2 pendant 48 h et une mesure de la répartition des 

cellules dans les différentes phases du cycle a été réalisée par cytométrie en flux avec un 

marquage de l’ADN à l’iodure de propidium (Cf. Matériel et Méthodes, IX).  

Dans les deux lignées cellulaires, H2O2 induit une accumulation des cellules en phase G2-

M. Cependant, cette dernière est plus marquée dans la lignée MDA-MB 231 que dans la 

lignée MCF7. En effet, le traitement induit une augmentation de 2,7 fois du nombre de 

cellules MDA-MB 231 en phase G2-M contre une augmentation de 1,9 fois dans le cas des 

cellules MCF7 (figure 35). L’augmentation du pourcentage de cellules en phase G2-M 

s’accompagne d’une nette diminution du pourcentage de cellules en phase G0-G1 et en phase 

S (figure 35). 

De plus, dans le cas des cellules MDA-MB 231 traitées, on observe l’apparition d’une phase 

sub-G1 caractéristique d’une population cellulaire en apoptose. 

 



Résultats 

71 
 

 

Figure 35 : Effet de H2O2 sur la répartition des cellules MCF7 (A) et MDA-MB 231 (B) 

dans les différentes phases du cycle cellulaire. 
Les cellules ont été traitées par 1 mM d’H2O2 pendant 48 h puis la distribution des cellules dans le 

cycle cellulaire a été déterminée par cytométrie en flux par mesure de l’incorporation de l’iodure de 

propidium dans l’ADN. Le pourcentage de cellules présentes dans chaque phase a été calculé à l’aide 

du logiciel « modfit ».  

Les valeurs rapportées ont été calculées à partir de trois expériences indépendantes. 

 

Afin d’étudier la cinétique d’accumulation des cellules en phase G2-M, les cellules MCF7 et 

MDA-MB 231 ont été traitées par 1 mM de H2O2 et une mesure de la répartition des cellules 

dans les différentes phases du cycle a été réalisée après 3, 6, 12, 24 et 48 h de traitement. Les 

résultats obtenus montrent que l’arrêt du cycle en phase G2-M se produit plus rapidement et 

de façon plus intense pour les MDA-MB 231 que pour les MCF7. En effet, les cellules MDA-

MB 231 traitées commencent à s’accumuler en phase G2-M à partir de 12 h de traitement 

alors que cette accumulation ne s’initie qu’après 24h dans le cas des cellules MCF7 

(Figure 36). Après 24 h de traitement, le pourcentage de cellules traitées en phase G2-M est 
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multiplié par 1,8 pour MCF7 et 1,9 pour MDA-MB 231. Ensuite, pour les cellules MDA-MB 

231, le taux de cellules traitées en phase G2-M continue d’augmenter jusqu’à 48 h de 

traitement alors qu’il reste constant dans le cas des cellules MCF7 (figure 36). 

Sachant que les cellules MDA-MB 231 présentent un faible niveau d’expression de la trx1 

alors leur réponse accrue au traitement par H2O2 suggère une intervention possible de la 

thiorédoxine dans la régulation de la phase G2-M du cycle cellulaire.  

 

 

 

Figure 36 : Evolution du taux de cellules MCF7 (A) et MDA-MB 231 (B) en phase G2-M 

au cours du temps lors d’un traitement par H2O2. 
Les cellules MCF7 et MDA-MB 231 ont été traitées par 1 mM d’H2O2 pendant 3, 6, 12, 24 et 48 h. Le 

pourcentage de cellules en phase G2-M a été évalué par une analyse de l’incorporation de l’iodure de 

propidium dans l’ADN en cytométrie en flux et calculé avec le logiciel Modfit. 

*Différences significatives entre le contrôle et les échantillons traités : P < 0.05, (n = 3). 
 

L’accumulation des cellules en phase G2-M pourrait être liée à une oxydation des CDC25 par 

H2O2. Nous avons donc ensuite tenté d’évaluer l’état redox des CDC25 dans les cellules 

traitées.  



Résultats 

73 
 

  I.2.4. Etat redox des CDC25 

De précédentes études réalisées in cellulo ont montré que les deux phosphatases, 

PTEN et PRL-1, étaient sensibles à l’oxydation par H2O2. Les auteurs ont observé que ces 

PTP étaient oxydées de façon dose dépendante et que cette oxydation était réversible au cours 

du temps (Lee, Yang et al., 2002; Yu, Kelly et al., 2007). L’étude de l’état redox de ces 

protéines a été réalisée par électrophorèse SDS-PAGE non réductrice suivie d’un western-

blotting différenciant l’état oxydé de l’état réduit grâce à une alkylation préalable des 

groupements thiols par le N-éthylmaléimide. Afin d’étudier l’état d’oxydation des CDC25 

lors d’un stress oxydant, nous avons réalisé la même expérience avec des échantillons issus de 

cellules MCF7 et MDA-MB 231 qui ont été traitées par des concentrations croissantes d’H2O2 

pendant 30 min. Aucune détection des CDC25 n’a pu être possible. Les anticorps utilisés (Cf. 

Matériel et Méthode XI.3.) se fixent au niveau du site actif des CDC25. Or, comme le montre 

le western-blotting présenté en figure 37, réalisé dans les mêmes conditions que 

précédemment mais avec des enzymes purifiées, il semblerait que la fixation des anticorps ne 

soit pas possible après une électrophorèse en condition non réductrice, probablement par 

manque d’accessibilité du site actif. A défaut de pouvoir déterminer l’état d’oxydation des 

CDC25 lors d’un traitement par H2O2 nous nous sommes intéressés à ce qui se passe en 

amont, en étudiant l’état de phosphorylation des substrats naturels des CDC25, les CDK.  

 

Figure 37 : Immuno-détections, en condition réductrice et non réductrice, des 

phosphatases CDC25A, B et C purifiées. 

Les protéines de fusion GST-CDC25A, B et C ont été déposées sur un gel d’électrophorèse SDS-

PAGE. Elles ont été soit diluées dans un tampon Laemmli réducteur (DTT +) soit dans un tampon 

Laemmli non réduteur (DTT-). 
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  I.2.5. Détermination indirecte de l’activité CDC25 

 L’accumulation des cellules MCF7 et MDA-MB 231 en phase G2-M lors d’un 

traitement par d’H2O2 pourrait être la conséquence d’une inhibition de l’activité CDC25. Afin 

de vérifier cette théorie, nous avons évalué l’état de phosphorylation des substrats naturels des 

CDC25, les CDK (1 et 2), sachant qu’une hyper-phosphorylation de ces dernières serait 

significative d’une inhibition de l’activité des phosphatases (Cf. Matériel et Méthodes, XII). 

Les cellules MCF7 et MDA-MB 231 ont donc été traitées par des concentrations croissantes 

en H2O2 (0,5, 1 et 2 mM) pendant 1/2, 1, 3, 6, 12 et 24 h  puis des immunorépliques anti-

PCDK1, anti-PCDK2, anti-CDK1 et anti-CDK2 ont été réalisées et la densité des bandes 

obtenues a été calculée grâce au logiciel Quantity One (Cf. Matériel et Méthode, XII). 

Les western-blotting obtenus montrent qu’un traitement par le peroxyde d’hydrogène 

n’induit pas d’augmentation de la phosphorylation de CDK1 et CDK2 (figure 38 ; seuls 

les résultats pour un traitement par 1 mM d’H2O2 pendant 1/2, 3 et 6 h sont représentés). Les 

modifications précédemment observées, de la répartition des MCF7 et MDA-MB 231 

dans le cycle cellulaire, ne semblent donc pas dues à une hyper-phosphorylation des 

CDK.  

Ainsi, toutes les PTPs n’obéissent pas aux mêmes mécanismes de régulation redox 

intracellulaire. Par exemple, dans le cas de PTEN, il a été montré que l’inhibition de la 

phosphatase par un apport exogène ou endogène d’H2O2 a des conséquences en amont de la 

voie de signalisation dans laquelle elle intervient. En effet, son inhibition engendre une 

augmentation du taux intracellulaire de son substrat phosphorylé (PtdIns(3,4,5)P3) et par 

conséquent une activation de la cascade de phosphorylation qu’elle inhibe normalement 

(Leslie et al., 2003).  

Dans le cas de CDC25, nous pouvons émettre l’hypothèse que l’absence de modification de la 

phosphorylation des CDK lors d’un traitement par H2O2 pourrait être due au maintien de 

l’activité CDC25 par le système trx/trxR. La thiorédoxine possède des capacités catalytiques 

très efficaces qui lui permettent d’agir à très faible concentration (Holmgren and Lu, 2010). 

Ainsi, même dans les cellules MDA-MB 231 où l’expression des trx1 est réduite, une faible 

quantité de thiorédoxine pourrait suffire pour maintenir l’activité CDC25.  
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Figure 38 : Effet de H2O2 sur le niveau de phosphorylation de la tyrosine 15 de CDK1 et 

CDK2 dans les cellules MCF7 (A) et MDA-MB 231 (B). 

Les cellules ont été traitées par 1 mM d’H2O2 pendant 0,5, 3 et 6 h. Les immunorépliques de Phospho-

CDK1 et Phospho-CDK2 ont été « strippées » et de nouveau immunomarquées pour visualiser 

respectivement la forme totale de CDK1 et CDK2. Les western-blotting obtenus ont été analysés avec le 

logiciel « quantity one ». Les niveaux relatifs de Phospho-CDK1 et Phospho-CDK2 ont été calculés par 

comparaison avec le niveau d’expression de CDK1 et CDK2. Western-blotting représentatif de trois 

expériences indépendantes.  

II. ROLE DU SYSTEME TRX/TRXR DANS LA MODULATION REDOX DE L’ACTIVITE 

CDC25 

 II.1 Effets de l’inhibition de trxR par l’Auranofine sur l’activité CDC25  

 Afin de déterminer si le système thiorédoxine/thiorédoxine réductase protège les 

phosphatases CDC25 lors d’un stress oxydant, nous avons évalué les effets d’une inhibition 

totale de la thiorédoxine réductase sur l’activité de ces dernières dans les cellules MCF7 et 

dans les cellules MDA-MB 231. Pour cela, l’inhibiteur de trxR choisi est l’Auranofine. Cette 

dernière est un composé dérivé de l’or largement utilisé dans le traitement de l’arthrite 

rhumatoïde et également connue dans la littérature pour son action cytotoxique sur différentes 

lignées de cellules cancéreuses. L’Auranofine est un puissant inhibiteur de trxR capable de 

générer des espèces réactives de l’oxygène dans les cellules testées (Cf. Introduction, 

II.2.4.1.2.).  
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Comme dans le cas du peroxyde d’hydrogène, il a été nécessaire dans un premier temps de 

déterminer les conditions de traitement permettant d’induire un stress oxydant et une 

inhibition totale du système thiorédoxine dans les lignées d’intérêt. Nous avons donc tout 

d’abord testé l’effet de l’Auranofine sur différents paramètres tels que la cytotoxicité, la 

production d’ERO, l’activité trxR ou encore l’état redox des trx. 

  II.1.1. Cytotoxicité de l’Auranofine 

 Afin de tester la cytotoxicité de l’Auranofine, les cellules MCF7 et MDA-MB 231 ont 

été traitées par des concentrations croissantes de ce composé [0-10 µM] pendant 24 h. La 

gamme de concentrations testées a été choisie après une analyse bibliographique des résultats 

obtenus sur d’autres lignées (Cf. Introduction, II.2.4.1.2.). Le pourcentage relatif de cellules 

vivantes a été évalué par cytométrie en flux avec le H2DCFDA et l’IP comme sondes 

fluorescentes (Cf. Matériel et Méthodes, IV).  

 
 

Figure 39 : Evaluation de la cytotoxicité de l’Auranofine sur des cellules MCF7 et MDA-

MB 231. 

Les cellules ont été traitées par des concentrations croissantes d’Auranofine [0-10 µM] pendant 24 h 

puis la viabilité des cellules MCF7 et MDA-MB 231 a été évaluée par une analyse en cytométrie en 

flux avec le H2DCFDA et l’IP comme sondes fluorescentes.  

 n=3. 
 

Les résultats obtenus montrent que les cellules MCF7 et les cellules MDA-MB 231 ont une 

sensibilité comparable à l’Auranofine avec une CI50 de 5,77 ± 0.52 M pour les cellules 

MCF7 et de 3,15 ± 0.17 M pour les cellules MDA-MB 231 (Figure 39). 
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  II.1.2. Inhibition de l’activité trxR par l’Auranofine 

 L’or est connu pour sa haute affinité pour les groupements thiols. Le groupement 

sélénoate nucléophile des trxR réduites est donc susceptible d’être un des premiers sites 

attaqué par l’Auranofine. Afin de déterminer le rôle du système trx/trxR dans la régulation 

redox des CDC25 il est indispensable de générer une inhibition totale de ce système. Pour 

cela, nous avons défini la concentration en Auranofine permettant d’inhiber complètement 

l’activité trxR. Les cellules MCF7 et MDA-MB 231 ont été traitées par des concentrations 

croissantes en Auranofine [0-3 µM] pendant 30 min. Les concentrations testées et le temps de 

traitement ont été choisis d’après la littérature. La mesure de l’activité a été réalisée sur des 

homogénats cellulaires par mesure spectrophotométrique de la réduction du DTNB (Cf. 

Matériel et Méthodes, VI).  

 
 

Figure 40 : Inhibition de l’activité trxR par l’Auranofine dans les cellules MCF7 et 

MDA-MB 231. 

Les cellules ont été traitées par des concentrations croissantes d’Auranofine [0-3 µM] pendant 30 min. 

L’activité résiduelle de trxR a été évaluée par la mesure de la réduction du DTNB. La concentration 

finale en DMSO (0,2 % v/v) dans le milieu de culture était identique pour les cellules traitées et les 

cellules contrôles. 

*Différences significatives entre le contrôle et les échantillons traités : P < 0.05, (n = 3). 

Les résultats obtenus révèlent que pour une même concentration en Auranofine les 

pourcentages d’inhibition de la trxR sont similaires dans les cellules MCF7 et dans les 

cellules MDA-MB 231 (Figure 40). Dans les deux lignées cellulaires l’activité trxR est 

totalement inhibée lors d’un traitement des cellules par 3 µM d’Auranofine. 
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  II.1.3. Production d’ERO par l’Auranofine 

 Du fait du rôle antioxydant de la trxR, l’inhibition de cette dernière par l’Auranofine 

est susceptible d’induire une augmentation du taux d’ERO intracellulaires. Afin de vérifier 

cette hypothèse, les cellules MCF7 et MDA-MB 231 ont été traitées par des concentrations 

croissantes en Auranofine [0-8 µM] pendant 30 min et les quantités d’ERO globales et 

d’anions superoxyde intracellulaires ont été évaluées par cytométrie en flux avec 

respectivement le H2DCFDA et le DHE comme sondes fluorescentes (Cf. Matériel et 

Méthodes, V). La mesure révèle qu’un traitement par l’Auranofine induit une augmentation de 

la production d’ERO mais pas d’anions superoxyde dans les deux lignées cellulaires. Une 

concentration de 3 µM, correspondant à une inhibition totale de la thiorédoxine 

réductase, provoque une augmentation équivalente de la quantité d’ERO dans les deux 

lignées cellulaires avec une multiplication par 1,7 de la production d’ERO dans les 

cellules traitées par rapport aux cellules contrôles (figure 41).  

Cette production d’espèces réactives de l’oxygène est un critère expérimental important pour 

notre étude. En effet, elle nous exempte de co-traiter les cellules avec du peroxyde 

d’hydrogène, le milieu intracellulaire pro-oxydant généré par l’Auranofine étant déjà 

favorable à une possible oxydation des CDC25.  

L’augmentation de la quantité d’ERO générées par l’Auranofine peut avoir différentes 

origines. Comme l’a montré l’équipe de Cox et al, la perte de l’activité antioxydante du 

système trx/trxR est susceptible d’induire une inactivation des peroxyrédoxines suite à leur 

oxydation. Or, comme nous l’avons précisé en introduction, ces protéines sont essentielles 

pour la dégradation des peroxydes cytoplasmiques (Cox et al., 2008). Magherini et al ont 

également montré dans une étude protéomique que l’Auranofine est capable d’induire des 

changements dans l’expression des peroxyrédoxines avec une surexpression de la 

peroxyrédoxine 1 et une diminution de l’expression de la peroxyrédoxine 6 ayant pour 

conséquence d’importants changements du statut redox intracellulaire (Magherini et al., 

2010). En plus de l’oxydation des peroxyrédoxines, une oxydation des glutathion peroxydases 

due à l’inhibition des trxR pourrait également contribuer à l’accumulation des ERO (Park et 

al., 2005). Nous pouvons également présumer que le métabolisme intracellulaire de 

l’Auranofine pourrait induire une production d’ERO. Par contre, nous pouvons exclure 

l’hypothèse que l’Auranofine induise une augmentation des ERO via une altération 

mitochondriale car la mesure du taux intracellulaire d’anions superoxyde dans les cellules 

traitées montre que l’Auranofine ne stimule pas la production de
 
cet ERO primaire généré 
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principalement au niveau de la mitochondrie. Cette observation est concordante avec une 

étude de Rigobello et al. dans laquelle il a été montré que l’augmentation du taux de peroxyde 

d’hydrogène dans des cellules de foie de rat après un traitement par l’Auranofine n’est pas 

due à une altération de la membrane des mitochondries (Rigobello, Folda et al., 2005).  

 

 

 

Figure 41 : Production d’ERO dans les cellules MCF7 et MDA-MB 231 traitées par 

l’Auranofine.  
Les cellules ont été traitées par des concentrations croissantes d’Auranofine [0-8 µM] pendant 30 min. 

La quantité relative d’ERO (A) et la quantité relative d’anions superoxyde (B) ont été évaluées par 

cytométrie en flux avec respectivement le H2DCFDA et le DHE comme sondes fluorescentes. 

*Différences significatives entre le contrôle et les échantillons traités : P < 0.05, (n = 3). 

  II.1.4. Etat redox des thiorédoxines 1 

 Selon le principe de fonctionnement du système trx/trxR, une inhibition des 

thiorédoxines réductases devrait provoquer une oxydation des thiorédoxines. Cette dernière 

devrait être d’autant plus marquée lorsque le milieu intracellulaire devient pro-oxydant. Pour 

engendrer une inhibition fonctionnelle des trx, leur oxydation doit être totale. Pour évaluer le 
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rôle du système trx/trxR dans la régulation redox des CDC25, il donc est strictement 

nécessaire que nous nous placions dans de telles conditions d’oxydation.  

Ainsi, pour déterminer l’état d’oxydation des trx1, les cellules MCF7 et les cellules MDA-MB 

231 ont été traitées par des concentrations croissantes en Auranofine [0-5 µM] pendant 30 

min et un western blot permettant de distinguer les différents états redox de la trx a été réalisé. 

Trois états redox des trx1 pourront être mis en évidence : un état réduit, un état d’oxydation 

partielle et un état d’oxydation totale (Cf. Matériel et Méthodes, VII). En effet, les 

groupements thiol libres des thiorédoxines réduites vont être alkylés par de l’acide 

iodoacétique ajouté lors de la préparation des échantillons. La liaison covalente de l’acide 

iodoacétique aux groupements thiol libres des trx1 confère à ces dernières une charge 

négative qui leur permet une migration facilitée dans un gel d’électrophorèse non réducteur et 

non dénaturant. L’état d’oxydation partielle correspond à l’oxydation du dithiol du site actif 

en C32/C35 et l’état d’oxydation totale correspond à l’oxydation des deux dithiols C32/C35 et 

C62/C69, pour la thiorédoxine humaine. Les thiorédoxines totalement oxydées migrent moins 

vite sur le gel que celles partiellement oxydées qui migrent-elles-mêmes moins vite que les trx 

réduites (Watson et al., 2003). 

Dans un premier temps, afin de valider la méthode utilisée, nous avons mesuré l’état 

d’oxydation de thiorédoxines d’E.Coli purifiées soumises à une oxydation par 2 mM d’H2O2 

ou à une réduction par 1 mM de TCEP ou 50, 100 ou 500 mM de DTT pendant 10 min.  

 

Figure 42 : Evaluation de l’état redox de la thiorédoxine purifiée d’E.Coli. 

La trx purifiée a été soumise à un traitement pro-oxydant par 2 mM d’H2O2 ou à un traitement 

réducteur par 1 mM de TCEP ou 50, 100 ou 500 mM de DTT pendant 10 min. La thiorédoxine 

purifiée a ensuite été diluée dans un tampon contenant de l’acide iodoacétique et son état redox à été 

déterminé selon la méthode décrite dans le chapitre Matériel et Méthodes, VII. Les formes redox de trx 

sont indiquées de la façon suivante : « Red » pour la forme réduite ; « Ox » pour la forme 

partiellement oxydée et « Ox+ » pour la forme totalement oxydée.  
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Sur la figure 42, on constate que la trx purifiée d’E.Coli d’origine commerciale est fournie 

dans un état totalement oxydé. Cette dernière est donc non fonctionnelle, c’est pourquoi il est 

essentiel de l’utiliser en combinaison avec de la trxR et du NADPH (Cf. Résultats, I.1.2.). 

L’ajout de 2 mM d’H2O2 pendant 10 min ne change donc pas son statut redox totalement 

oxydé. Par contre, l’ajout de TCEP engendre une réduction de la trx visualisée par une 

augmentation de la densité des bandes correspondant à un état intermédiaire d’oxydation et à 

un état réduit. L’ajout de DTT permet lui aussi une réduction partielle des trx bien que seule 

une augmentation de la proportion des formes oxydées intermédiaires ne soit visible 

(figure 42). 

 

 

Figure 43 : Effet de l’Auranofine sur l’état redox des trx1 dans des cellules MCF7 et 

MDA-MB 231.  
Les cellules MCF7 et MDA-MB 231 ont été traitées par des concentrations croissantes en Auranofine 

[0-5 µM] pendant 30 min.  Les cellules ont ensuite été récupérées dans un tampon contenant de l’acide 

iodoacétique et le statut redox des trx1 a été déterminé selon la méthode décrite dans le chapitre 

Matériel et Méthodes, VII. Les formes redox de trx sont indiquées de la façon suivante : « Red » pour 

la forme réduite ; « Ox » pour la forme partiellement oxydée et « Ox+ » pour la forme totalement 

oxydée. Le western-blot montré est représentatif de trois expériences indépendantes.  

 

Dans le cas du traitement des cellules MCF7 et MDA-MB 231 par l’Auranofine, les 

résultats obtenus montrent que malgré l’inhibition des trxR et la génération d’un stress 

oxydant, le traitement ne provoque pas l’oxydation de trx1. Au contraire, le traitement 

semble provoquer une augmentation des formes partiellement oxydées et des formes réduites 

des trx1 dans les deux lignées cellulaires (figure 43). Cette augmentation de la proportion de 

trx1 réduites lors d’un traitement par l’Auranofine doit toutefois être commentée avec 

précaution car nous remarquons que dans les cellules contrôles (0 µM), les trx1 semblent 

totalement oxydées ce qui est en opposition avec les résultats obtenus pour les contrôles de la 

même manipulation réalisée avec l’Acroléine (figure 51). En effet, lors la mesure de l’état 
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redox des trx1 dans le cadre d’un traitement par l’Acroléine, on constate que dans les cellules 

contrôles, les trx1 sont dans un état réduit ou partiellement oxydé. Cette différence de 

résultats pour les cellules contrôles pourrait s’expliquer par la présence de 0,2 % v/v de 

DMSO dans le cas des traitements par l’Auranofine. En effet, Sanmartín-Suárez et al ont 

montré que le DMSO a la capacité d’augmenter le niveau d’oxydation des groupements thiols 

protéiques (Sanmartin-Suarez et al., 2011). On peut donc ainsi émettre l’hypothèse que les 

trx1 des cellules non traitées par l’Auranofine ont été oxydées au contact du DMSO. Dans les 

cellules traitées, il est possible que le DMSO n’ait pas agi sur l’état redox des trx1 car il peut 

s’être complexé avec l’Auranofine. En effet, il a été montré que le DMSO possède la capacité 

de se complexer avec des métaux (Casali et al., 2011). Prenant en compte ces hypothèses, il 

est probable qu’en absence de DMSO, il n’existe pas réellement de différence entre l’état 

d’oxydation des trx1 dans les cellules contrôles et dans les cellules traitées par l’Auranofine. 

La capacité de l’Auranofine à oxyder les trx1 est relativement controversée dans la 

littérature. D’une part, nos résultats sont corroborés par l’étude de Prast-Nielsen et al qui a 

montré qu’un traitement des cellules A549 par l’Auranofine affecte l’activité trxR mais pas 

l’activité trx (Prast-Nielsen et al., 2010). De plus, il a été mis en évidence qu’un knockdown 

de trxR n’induit pas une oxydation des trx1 dans les cellules Hela (Watson et al., 2008). 

D’autre part, d’autres études ont décrit l’existence d’une oxydation partielle des trx1 lors d’un 

traitement par l’Auranofine mais les résultats sont très variables en fonction des lignées 

cellulaires étudiées. Par exemple, dans les cellules HL-60 (cellules de leucémie 

promyélocytique humaine), de fortes doses d’Auranofine induisent une faible oxydation des 

trx1. Cette oxydation est plus importante dans des cellules de cancer d’ovaire sensibles au 

cisplatine traitées par 2 µM d’Auranofine et encore plus forte dans des cellules C13* (cellules 

de cancer d’ovaire résistantes au cisplatine). Cependant, dans tous les cas cités, l’oxydation 

des trx1 est limitée et la part des trx1 réduites reste prédominante (Rigobello et al., 2009; 

Brown et al., 2010). 

L’oxydation incomplète des trx1 en dépit de l’inhibition totale des trxR et de 

l’augmentation d’ERO intracellulaires pourrait s’expliquer par l’intervention anti-oxydante du 

système du glutathion. En effet, le système thiorédoxine et le système du glutathion sont les 

deux systèmes antioxydants majeurs dans les cellules mammifères. Ils possèdent chacun des 

partenaires spécifiques mais leurs rôles sont proches et des interconnections existent entre les 

deux systèmes (Trachootham, Lu et al., 2008). En effet, comme l’a montré l’équipe de 

Casagrande et al, en conditions de stress oxydant modéré, la thiorédoxine peut être 

glutathionylée au niveau de la cystéine 73 qui n’appartient pas au site actif de l’enzyme. Cette 
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glutathionylation inhibe réversiblement l’activité enzymatique de la trx1 probablement suite à 

une modification de la conformation de l’enzyme (Casagrande et al., 2002). Une telle 

modification conformationnelle pourrait engendrer un enfouissement du site actif, protégeant 

ainsi les cystéines catalytiques de l’oxydation. Afin d’apporter un élément de réponse à cette 

hypothèse, nous avons estimé, dans le chapitre suivant, l’impact d’un traitement par 

l’Auranofine sur le taux intracellulaire de glutathion. 

  II.1.5. Dosage intracellulaire du glutathion réduit 

 Le glutathion, est le thiol non protéique le plus abondant des cellules mammifères. Les 

groupements thiol étant des cibles potentielles de l’Auranofine, il est possible que le contenu 

intracellulaire en glutathion soit affecté par le traitement. De plus, le glutathion réduit (GSH) 

est un agent antioxydant majeur car c’est un substrat des glutathion peroxydases, qui le 

transforme en glutathion oxydé. Une diminution de la concentration intracellulaire en GSH 

traduit donc l’existence d’un stress oxydant conséquent. Afin de savoir si l’Auranofine et 

l’augmentation d’ERO qu’elle génère affecte le taux de GSH intracellulaire, les cellules 

MCF7 et les cellules MDA-MB 231 ont été traitées par 3 µM d’Auranofine pendant 30 min. 

L’analyse du contenu des cellules en glutathion réduit a ensuite été réalisée par CLHP (Cf. 

Matériel et Méthodes, VIII). Les résultats présentés en figure 44 montrent que l’Auranofine 

n’induit pas de variations de la quantité de glutathion réduit dans les cellules étudiées. 

Ainsi, l’inhibition totale des thiorédoxine réductases par l’Auranofine et l’accumulation 

d’ERO associée semble induire un stress oxydant plutôt modéré puisque les cellules 

parviennent à maintenir constant leur taux de GSH. Rigobello et al et Mitozo et al (Rigobello, 

Folda et al., 2008; Mitozo et al., 2011) ont rapporté des résultats similaires avec des 

traitements par de plus faibles doses d’Auranofine (1 et 0,1 µM) sur des cellules Jurkat T ou 

des coupes d’hippocampe de rat respectivement. Ces auteurs attribuent l’invariabilité du taux 

de GSH lors d’un traitement par l’Auranofine à l’incapacité de cette dernière à inhiber la 

glutathion réductase.  
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Figure 44 : Effet de l’Auranofine sur le contenu intracellulaire en glutathion réduit des 

cellules MCF7 (A) et des cellules MDA-MB 231 (B).  
Les cellules ont été traitées par 3 µM d’Auranofine pendant 30 min puis le dosage du glutathion 

intracellulaire a été réalisé par CLHP (Cf. Matériel et Méthode, VIII).  

Les valeurs rapportées ont été calculées à partir de trois expériences indépendantes. 
 

 Le système du glutathion ne semble donc aucunement affecté par l’Auranofine. Il est 

donc envisageable que lors d’un tel traitement, le système du glutathion compense la perte de 

l’activité antioxydante des trxR dans les cellules traitées. Ainsi, comme nous l’avions évoqué 

dans le chapitre précédent, l’oxydation incomplète des trx1 malgré l’inhibition totale des trxR 

pourrait s’expliquer par une protection de ces dernières par le système du glutathion ou encore 

par le fait que le milieu intracellulaire ne serait pas suffisamment pro-oxydant pour induire 

une oxydation totale des trx1.  

Dans le cas d’une protection des trx par le système du glutathion, deux hypothèses sont 

concevables. La première serait une réduction directe des trx1 oxydés par les glutarédoxines 

(grx). Ce type de régulation a déjà été montré chez les plantes mais pas chez les mammifères. 

En effet, l’équipe de Jacquot et al a montré que la thiorédoxine « popTrxh4 » du peuplier 

pouvait être réduite non seulement, par la glutarédoxine du peuplier mais également par trois 

types de glutarédoxine de E.Coli (Gelhaye et al., 2003). De plus, l’équipe de Reichheld et al a 

montré que la thiorédoxine « h3 » de Arabidopsis thaliana pouvait être réduite par la 

glutarédoxine lors d’un knockout des thiorédoxines cytosolique et mitochondriale (Reichheld 

et al., 2007). 

Comme nous l’avions suggéré dans le chapitre précédent, la deuxième intervention possible 

du système du glutathion serait une protection par glutathionylation. Dans les premières 

études sur le sujet, la glutathionylation était associée à une diminution du taux de GSH en 
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condition de stress oxydant majeur, ce qui ne correspond pas aux résultats obtenus. 

Cependant, de plus récentes études ont montré que la glutathionylation s’opère également lors 

de stress oxydant modéré et même en condition physiologique, le taux de GSH n’étant alors 

pas altéré (Dalle-Donne et al., 2009). Ainsi, l’hypothèse émise dans le chapitre précédent, 

selon laquelle une glutathionylation préventive de la cystéine 73 de la thiorédoxine pourrait 

protéger les cystéines du site actif d’une oxydation définitive lors d’un stress oxydant mineur, 

reste plausible.  

  II.1.6. Répartition des cellules dans le cycle cellulaire 

 Les résultats obtenus précédemment ont révélé que l’Auranofine ne permet pas 

d’inactiver totalement le système trx/trxR. Cependant, nous avons tenu à vérifier quels 

pouvaient être les effets de l’inhibition des trxR et de l’augmentation d’ERO généré par 

l’Auranofine sur la répartition des cellules dans le cycle cellulaire. Pour cela, les cellules 

MCF7 et MDA-MB 231 ont été traitées par 3 µM d’Auranofine pendant 48 h. Nous avons 

ensuite calculé la répartition des cellules dans les différentes phases du cycle par cytométrie 

en flux avec un marquage de l’ADN à l’iodure de propidium (Cf. Matériel et Méthodes, IX). 

Afin d’obtenir des résultats fiables il est nécessaire de traiter les cellules à une concentration 

qui provoque une cytotoxicité modérée à 24 h, située entre l’IC20 et l’IC50, pour ne pas 

observer de phénomène dit de « freezing » (gel complet de toutes les fonctions métaboliques 

de la cellule sans rapport avec l’effet moléculaire supposé ou attendu d’un composé). 

Une concentration de 3 µM, comprises entre l’IC20 et l’IC50 pour chaque lignée, et qui induit 

une inhibition totale de l’activité trxR et une multiplication par 2 de la quantité d’ERO 

correspond à ces critères. Nous avons constaté que dans les deux lignées cellulaires testées, 

l’Auranofine n’induit pas d’arrêt du cycle cellulaire après 48 h de traitement (figure 45). 

Afin de vérifier qu’il n’y ait pas eu un arrêt du cycle suivi d’une reprise, nous avons répété 

l’expérience en cinétique avec un traitement des cellules par 3 µM pendant 6, 12 et 24 h. 

Aucune modification de la répartition des cellules dans le cycle n’a été observée entre les 

cellules contrôles et les cellules traitées aux différents temps testés (résultats non 

présentés). Toutefois, nous avons noté l’apparition d’une phase sub-G1 après 48 h de 

traitement chez les cellules MDA-MB 231. Cette phase est caractéristique de l’entrée de 

cellules en apoptose.  

L’analyse de ces résultats nous permet de supposer que le stress oxydant induit par un 

traitement par l’Auranofine n’est pas suffisamment important pour déclencher l’activation des 

« checkpoint kinase » classiquement responsable d’un arrêt du cycle. Cette hypothèse est 
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d’autant plus vraisemblable que Rigobello et al ont montré que le stress oxydant induit par 

l’Auranofine reste modéré dans des cellules Jurkat T car il ne génère pas de peroxydation 

lipidique ni de production d’oxyde nitrique (Rigobello, Folda et al., 2008). De plus, une autre 

étude récente a montré qu’un knockdown de trxR dans les cellules A549 n’induisait pas de 

modifications du cycle cellulaire (Eriksson et al., 2009). 

 

Figure 45 : Effet de l’Auranofine sur la répartition des cellules MCF7 (A) et MDA-MB 

231 (B) dans les différentes phases du cycle cellulaire. 
Les cellules ont été traitées par 3 µM d’Auranofine pendant 48 h puis la distribution des cellules dans 

le cycle cellulaire a été déterminée par cytométrie en flux par mesure de l’incorporation de l’iodure de 

propidium dans l’ADN. Le pourcentage de cellules présentes dans chaque phase a été calculé à l’aide 

du logiciel « modfit ». Les valeurs rapportées ont été calculées à partir de trois expériences 

indépendantes. 

 

L’apparition d’une phase sub-G1 lors d’un traitement par l’Auranofine ou par des composés 

dérivés de l’or a également été mise en évidence par d’autres auteurs dans d’autres lignées 

cellulaires (Hedstrom et al., 2009; Gandin, Fernandes et al., 2010). Cette accumulation en 

phase sub-G1 traduit le déclenchement d’un processus apoptotique qui pourrait être lié à des 
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altérations cellulaires dues à d’autres causes que la génération d’un stress oxydant. 

L’Auranofine pourrait par exemple induire des altérations de l’ADN non réparables. Nous 

répondrons à cette hypothèse dans le paragraphe suivant. 

  II.1.7. Dommage à l’ADN 

 Afin de vérifier si le pic sub-G1 précédemment observé lors de l’analyse du cycle des 

cellules MDA-MB 231 est relatif à un processus apoptotique déclenché par une altération 

majeure de l’ADN, nous avons évalué la phosphorylation de l’histone H2AX (γ-H2AX). Ce 

marqueur est sensible et spécifique à des cassures double brins de l’ADN (Mah et al., 2010). 

En effet, au cours de la réponse cellulaire aux dommages à l’ADN, les kinases ATM, ATR et 

DNA-PKcs (DNA-dependent protein kinase, catalytic subunit) catalysent la phosphorylation 

de l’histone H2AX sur la Ser139, ce qui conduit à la formation de foyers γ-H2AX au niveau 

des sites de cassures doubles brins. La présence de ces foyers est essentielle pour 

l’assemblage de la machinerie de réparation de l’ADN ainsi que pour la transduction des 

signaux de dommage à l’ADN (Mah, El-Osta et al., 2010). 

Afin de vérifier si l’Auranofine provoque l’apparition de ce type de foyer dans les cellules 

MDA-MB 231 et les cellules MCF7, ces dernières ont été traités par 3 µM du composé 

pendant 24 h puis l’induction de γ-H2AX a été étudié par immunofluorescence (Cf. Matériel 

et Méthodes, X). L’analyse microscopique réalisée révèle la présence de foyers γ-H2AX dans 

les noyaux des deux types de cellules traitées avec 69 % de cellules marquées positivement 

pour la lignée MDA-MB 231 et 76 % pour la lignée MCF7 (figure 46). Cependant, 

l’intensité du marquage est très différente entre les deux lignées : la fluorescence émise par 

le marquage des cellules MDA-MB 231 traitées est très intense, signifiant une 

importante accumulation de la protéine γ-H2AX alors que l’intensité du marquage des 

cellules MCF7 est nettement plus faible permettant de distinguer des foyers γ-H2AX 

ponctiformes (figure 46). 

Ces résultats démontrent que l’Auranofine induit de nombreuses cassures de la double 

hélice d’ADN dans les cellules MDA-MB 231. Du fait de leur nombre conséquent, ces 

cassures sont probablement irréparables, déclenchant alors l’apoptose des cellules traitées. Ce 

processus apoptotique est clairement mis en évidence par le marquage des cellules traitées au 

DAPI. En effet, ce composé qui possède la propriété de se fixer à l’ADN révèle la présence 

d’une importante fragmentation de ce dernier dans les noyaux des cellules MDA-MB 

231 traitées par l’Auranofine. A l’inverse, en corrélation avec la faible intensité du 

marquage des foyers γ-H2AX révélant un nombre de cassure de l’ADN plus restraint, le 
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noyau des cellules MCF7 traitées ne semble pas contenir d’ADN fragmenté (Figure 46).  

L’absence de fragmentation de l’ADN nucléaire et l’absence de pic sub-G1 lors de l’étude du 

cycle cellulaire des cellules MCF7 traitées par l’Auranofine laisse supposer que cette dernière 

n’exerce pas son action cytotoxique via un processus apoptotique dans cette lignée. Les 

cellules MCF7 n’expriment pas la caspase 3, le déroulement de l’apoptose dans cette lignée 

ne peut donc pas empreinter la même voie que dans les cellules MDA-MB 231.  

De précédentes études ont montré que dans des cellules Jurkat T et des cellules monocytiques 

U937, l’Auranofine est susceptible de déclencher l’apoptose via l’activation de la voie 

Bax/Bak qui provoque un relarguage du cytochrome c mitochondrial induisant une activation 

des caspases (Cox, Brown et al., 2008; Rigobello, Folda et al., 2008; Rackham et al., 2011). 

 

 

Figure 46 : Mise en évidence de la formation de foyers γ-H2AX dans les cellules MDA-

MB 231 et MCF7 traitées par l’Auranofine. 
Les cellules MCF7 et MDA-MB 231 ont été traitées par 3 µM d’Auranofine ou par 0,2 % de DMSO 

(contrôle) pendant 24 h, puis incubées en présence d’un anticorps anti-γ-H2AX couplé à un anticorps 

secondaire (anti-mouse, Alexa fluor 594) qui fluoresce en rouge (Cf. Matériel et Méthodes, X ». Les 

noyaux ont également été marqués au DAPI (fluorescence bleu). Les marquages γ-H2AX et DAPI 

sont visualisés par microscopie à fluorescence.  

  II.1.8. Activité CDC25 

L’absence de modification du cycle cellulaire après un traitement par l’Auranofine 

suggère que l’activité CDC25 n’a pas été totalement affectée par l’inhibition de la trxR. Afin 

de confirmer cette hypothèse, les cellules MCF7 et MDA-MB 231 ont été traitées par 3 µM 
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d’Auranofine pendant 1/2, 3, 6, 12, 24 et 48 h  puis des immunorépliques anti-PCDK1, anti-

PCDK2, anti-CDK1 et anti-CDK2 ont été réalisées et la densité des bandes obtenues a été 

calculée (Cf. Matériel et Méthode, XII). 

 

Figure 47 : Effet de l’Auranofine sur le niveau de phosphorylation de la tyrosine 15 de 

CDK1 et CDK2 dans les cellules MCF7 (A) et MDA-MB 231 (B).  
Les cellules ont été traitées par 3 µM d’Auranofine pendant 0,5, 3 et 6 h. Les immunorépliques de 

Phospho-CDK1 et Phospho-CDK2 ont été « strippées » et de nouveau immunomarquées pour 

visualiser respectivement la forme totale de CDK1 et CDK2. Les western-blotting obtenus ont été 

analysés avec le logiciel « quantity one ». Les niveaux relatifs de Phospho-CDK1 et Phospho-CDK2 

ont été calculés par comparaison avec le niveau d’expression de CDK1 et CDK2. Le western-blot 

montré est représentatif de trois expériences indépendantes.  
 

Comme nous le supposions, pour l’ensemble des conditions testées, le traitement par 

l’Auranofine ne cause pas d’augmentation de la phosphorylation des CDK1 et CDK2 

(figure 47, seul les résultats pour un traitement par 3 µM d’Auranofine pendant 1/2, 3 et 6 h 

sont représentés). Une inhibition de la trxR seule ne semble donc pas avoir de 

conséquence sur l’activité CDC25 en dépit de la mise en évidence d’un stress oxydant. 

Toutefois, ce résultat n’exclut pas l’intervention du système trx/trxR dans la régulation redox 

des CDC25 puisque en théorie, les trx1 non affectées par l’inhibition des trxR par 

l’Auranofine possèdent toujours la capacité de protéger le site actif des CDC25. 
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  II.1.9. Conclusion 

 L’Auranofine est un puissant inhibiteur de l’activité trxR dans les deux lignées MCF7 

et MDA-MB 231 puisque 3 µM d’Auranofine induisent une inhibition totale de l’enzyme. 

Cette inhibition est associée à une augmentation de la quantité d’ERO dans les deux lignées 

cellulaires mais le maintient du taux de GSH dans les cellules traitées laisse supposer que 

cette augmentation ne provoque pas de stress oxydant majeur dans les cellules. Malgré 

l’inhibition complète de la trxR et l’augmentation du taux d’ERO, l’Auranofine est incapable 

d’induire une oxydation des trx1 et n’inhibe donc pas totalement le système trx/trxR. 

L’inhibition de l’activité trxR par l’Auranofine n’a pas de répercutions sur la répartition des 

cellules MCF7 et MDA-MB 231 dans le cycle cellulaire. Par contre, dans les cellules MDA-

MB 231, l’Auranofine induit un processus apoptotique caractérisé par l’apparition d’un pic 

sub-G1. L’induction de cette apoptose est probablement due à la capacité de l’Auranofine à 

briser l’ADN nucléaire double-brins des cellules MDA-MB 231.  

Finalement, l’utilisation de l’Auranofine nous a permis de montrer qu’une inhibition seule des 

trxR n’a pas de conséquence sur le déroulement du cycle cellulaire et n’empêche pas les 

CDC25 d’assurer leur fonction de déphosphorylation des CDK dans les cellules MCF7 et 

MDA-MB 231. Dans la suite de notre étude, nous avons donc cherché à inhiber totalement les 

thiorédoxines réductases et les thiorédoxines afin d’évaluer la contribution de ce système dans 

le maintien de l’activité CDC25 dans ces cellules.   

 II.2 Effets de l’inhibition de trxR et de trx par l’Acroléine sur l’activité 

CDC25 

 La caractérisation du rôle du système trx/trxR dans la régulation redox des CDC25 

nécessite une inhibition totale des thiorédoxines. Or, comme nous l’avons vu précédemment, 

une inhibition de la thiorédoxine réductase par l’Auranofine ne permet pas d’obtenir une telle 

inhibition fonctionnelle des trx par oxydation. Une inhibition directe de ces dernières a donc 

été envisagée. Pour cela, nous avons utilisé un composé aldéhydique, l’Acroléine, dont 

l’activité inhibitrice de trxR et le potentiel oxydatif de trx1 ont déjà été démontrés dans 

différents types cellulaires, notamment dans des cellules BEAS-2B, HMEC-1 ou A549 (Cf. 

Introduction II.2.4.3.).  

De la même façon que pour l’Auranofine, nous avons déterminé les conditions de traitement 

permettant d’induire un stress oxydant et une inhibition totale du système thiorédoxine dans 
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les deux lignées cellulaires. Puis, nous avons observé les effets de ces altérations sur le cycle 

cellulaire et l’activité CDC25.  

  II.2.1. Cytotoxicité de l’Acroléine 

 Pour évaluer la cytotoxicité de l’Acroléine, les cellules MCF7 et MDA-MB 231 ont 

été traitées par des concentrations croissantes de ce composé [0-50 µM] pendant 24 h puis la 

viabilité relative des cellules traitées a été déterminée par cytométrie en flux avec le 

H2DCFDA et l’IP comme sondes (Cf. Matériel et méthodes, IV).  

L’Acroléine étant un aldéhyde instable en présence de milieu de culture, les solutions 

d’Acroléine utilisées pour le traitement ont été préparées dans du PBS puis mises en contact 

avec les cellules pendant 30 min avant d’être éliminées et remplacées par du milieu complet 

pendant 23h30. La gamme de concentration testée a été choisie en fonction d’une analyse 

bibliographique (Cf. Introduction II.2.4.3.).  

 

Figure 48 : Evaluation de la cytotoxicité de l’Acroléine sur les cellules MCF7 et MDA-

MB 231. 
Les cellules ont été traitées par des concentrations croissantes d’Acroléine [0-50 µM] pendant 24 h 

puis la viabilité des cellules MCF7 et MDA-MB 231 a été évaluée par une analyse en cytométrie en 

flux avec le H2DCFDA et l’IP comme sondes. n=3. 
 

Les résultats obtenus montrent que l’Acroléine n’est pas toxique dans la lignée MCF7 alors 

que sa CI50 est de 13,47 ± 0,81 µM dans la lignée MDA-MB 231 (figure 48). Cette 

importante différence de sensibilité pourrait être liée aux niveaux d’expression de la trx1. En 

effet, pour une même concentration de produit testée, les cellules MCF7 qui surexpriment trx1 
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seraient mieux armées pour résister à une attaque par l’Acroléine. Les expériences qui 

suivront permettront d’apporter des éléments de réponse à cette hypothèse. 

  II.2.2. Inhibition de l’activité enzymatique de trxR1 par l’Acroléine 

 L’Acroléine est un aldéhyde α, β insaturé hautement électrophile capable de réagir 

avec de nombreuses molécules nucléophiles en conditions physiologiques. La réaction la plus 

fréquente est une addition sur le carbone éthylénique terminal de l’Acroléine. Parmi les 

groupements nucléophiles cibles, on trouve les groupements sulfhydrile des cystéines, les 

groupements imidazole des histidines et les groupements ε aminés des lysines. L’addition 

nucléophile des groupements sulfhydrile à l’Acroléine a pour principale conséquence 

l’inhibition de certaines enzymes antioxydantes porteuses de groupements thiols « -SH » dans 

leur site actif telles que les trxR et les trx. Ainsi, afin de vérifier si l’activité trxR des cellules 

MCF7 et MDA-MB 231 est encline à ce type d’altération fonctionnelle, les cellules MCF7 et 

MDA-MB 231 ont été traitées par des concentrations croissantes en Acroléine [0-30 µM] 

pendant 30 min. L’activité trxR a ensuite été déterminée sur des homogénats cellulaires en 

mesurant la réduction du DTNB par spectrophotométrie (Cf. Matériel et méthodes, VI).  

 

 

Figure 49 : Inhibition de l’activité trxR par l’Acroléine dans les cellules MCF7 et MDA-

MB 231. 
Les cellules ont été traitées par des concentrations croissantes d’Acroléine [0-30 µM] pendant 30 min. 

L’activité résiduelle de trxR a été évaluée par la mesure de la réduction du DTNB.  

*Différences significatives entre le contrôle et les échantillons traités : P < 0.05, (n = 3). 
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La mesure de l’activité trxR résiduelle révèle que dans les deux lignées cellulaires, trxR est 

inhibée de façon dose dépendante par l’Acroléine (figure 49) avec une inhibition légèrement 

plus importante dans les cellules MCF7 que dans les cellules MDA-MB 231. Par exemple, 

pour une concentration de 10 µM, le pourcentage d’activité trxR résiduelle est de 19 ± 4 % 

chez MDA-MB 231 et de 10 ± 4 % chez MCF7. Les plus fortes doses d’Acroléine, 15 et 30 

µM, provoquent une inhibition totale de l’activité trxR (figure 47).  

D’après les résultats cités dans le paragraphe précédent (Cf. II.2.1), il est intéressant de noter 

que l’inhibition de l’activité trxR par l’Acroléine ne déclenche pas de processus de mort 

cellulaire dans les cellules MCF7.  

  II.2.3. Production d’ERO par l’Acroléine 

 En plus de son action inhibitrice de trxR, l’Acroléine est également connue dans la 

littérature pour engendrer une déplétion en GSH dans les cellules traitées (Cf. Introduction 

II.2.4.3.). Cet affaiblissement des défenses antioxydantes est susceptible d’engendrer un 

accroissement de la quantité d’ERO intracellulaires. Afin de déterminer si tel est le cas, les 

cellules MCF7 et MDA-MB 231 ont été traitées par des concentrations croissantes en 

Acroléine [0-30 µM] pendant 30 min. Les quantités d’ERO et d’anion superoxyde 

intracellulaires ont ensuite été évaluées par cytométrie en flux avec respectivement le 

H2DCFDA et la DHE comme sondes (Cf. Matériel et méthodes, V). Les résultats obtenus 

révèlent une augmentation significative d’ERO mais pas d’anions superoxyde dans les 

cellules MDA-MB 231 traitées par l’Acroléine. En effet, pour l’ensemble des 

concentrations testées on observe une multiplication comprise entre 1,5 et 1,8 de la quantité 

d’ERO par rapport aux cellules non traitées (figure 50). Par contre, dans les cellules MCF7, la 

légère augmentation de la quantité d’ERO observée pour les cellules traitées n’est pas 

significativement différente de celle des cellules contrôles. Ainsi, selon les résultats obtenus il 

semble que l’Acroléine soit capable d’induire un stress oxydant dans les cellules MDA-MB 

231 mais pas dans les cellules MCF7. Cette différence de statut redox pourrait être associée à 

la plus grande sensibilité des cellules MDA-MB 231 en terme de cytotoxicité. Comme dans le 

cas de l’Auranofine, l’altération de l’activité trxR par l’Acroléine pourrait contribuer à 

l’installation d’un stress oxydant via l’oxydation des péroxyrédoxines. En effet, Myers et al 

ont montré qu’un traitement par l’Acroléine induit une oxydation dose dépendante des 

peroxyrédoxines 1 et 3 (Myers and Myers, 2009). De plus, l’invariabilité du taux d’O2
.-
dans 

les cellules traitées suggère que pour les doses testées, le stress oxydant induit par l’Acroléine 

est imputable à une accumulation d’ERO plutôt qu’à une production à partir de l’anion 
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superoxide. Toutefois, une telle production pourrait exister pour des doses plus importantes 

puisqu’il a été montré qu’un traitement par 30 et 100 µM d’Acroléine induit une 

augmentation significative de la quantité d’O2
.- 

dans des cellules endothéliales d’artère 

pulmonaire bovine et des cellules endothéliales d’aorte bovine (Jaimes et al., 2004; Wu et al., 

2006). 

 

 

Figure 50 : Production d’ERO dans les cellules MCF7 et MDA-MB 231 traitées par 

l’Acroléine.  
Les cellules ont été traitées par des concentrations croissantes d’Acroléine [0-30 µM] pendant 30 min. 

Les quantités relatives d’ERO (A) et d’anions superoxyde (B) ont été évaluées par cytométrie en flux 

avec respectivement le H2DCFDA et le DHE comme sondes fluorescentes. 

*Différences significatives entre le contrôle et les échantillons traités : P < 0.05, (n = 3). 

  II.2.4. Etat d’oxydation des thiorédoxines 1 

 La réactivité de l’Acroléine avec les groupements thiol, sa capacité à inhiber l’activité 

trxR1 et l’augmentation associée de la quantité d’ERO observée précédemment dans les 

cellules MDA-MB 231 semblent être des conditions favorables à une oxydation des trx1 dans 

cette lignée cellulaire. Par contre, dans la lignée MCF7, le manque de cytotoxicité et le 
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manque de production significative d’ERO présage d’un profil d’oxydation des trx1 plus 

modéré. Pour vérifier ces hypothèses, les deux lignées cellulaires ont été traitées par des 

concentrations croissantes d’Acroléine [0-30 µM] pendant 30 min puis l’état d’oxydation des 

trx1 a été évalué (Cf. Matériel et Méthodes, VII).  

 

 

Figure 51 : Effet de l’Acroléine sur l’état redox des trx1 des cellules MCF7 et MDA-MB 

231.  
Les cellules MCF7 et MDA-MB 231 ont été traitées par des concentrations croissantes en Acroléine 

[0-30 µM] pendant 30 min.  Les cellules ont ensuite été récupérées dans un tampon contenant de 

l’acide iodoacétique et le statut redox des trx1 a été déterminé (matériel et méthodes, VIII). Les formes 

redox de trx sont indiquées de la façon suivante : « Red » pour la forme réduite ; « Ox » pour la forme 

partiellement oxydée et « Ox+ » pour la forme totalement oxydée. Un traitement des cellules MDA-

MB 231 par 1 mM de TCEP fournit un contrôle positif de la réduction des trx1. Le western-blot 

montré est représentatif de trois expériences indépendantes.  

 

Après un traitement par l’Acroléine, les trx1 des cellules MCF7 présentent un profil 

d’oxydation opposé à celui des trx1 des cellules MDA-MB 231 (figure 51). Trois différents 

états redox sont visibles pour les cellules MDA-MB 231 contre seulement deux pour les 

cellules MCF7. Pour des concentrations comprises entre 0 et 5 µM d’Acroléine, les trx1 

des cellules MDA-MB 231 sont partagés entre un état réduit et un état d’oxydation 

intermédiaire puis à partir de 15 µM ces trx1 sont totalement oxydées. Par contre, dans 

les cellules MCF7, l’état redox des trx1 reste partagé entre un état réduit et un état 

intermédiaire d’oxydation quelle que soit la dose d’Acroléine testée (figure 51). Comme 

nous l’avons cité dans l’introduction de cette partie, de précédentes études ont montré la 

capacité de l’Acroléine à oxyder des trx1 purifiées ou cellulaires dans des cellules HMEC-1, 

BAEC or BEAS-2B (Go et al., 2007; Szadkowski and Myers, 2008; Myers and Myers, 2009). 

Yang et al ont également mis en évidence l’inhibition de l’activité trx dans des cellules A549 

traitées par l’Acroléine (Yang et al., 2004). Cependant, aucune étude n’avait jusqu’à lors mis 

en évidence une telle différence d’oxydation des trx1 entre deux lignées traitées par 
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l’Acroléine. La résistance des cellules MCF7 à l’Acroléine pourrait être liée à la conservation 

de l’état réduit d’une partie de ses trx1, probablement grâce à l’important niveau d’expression 

de ces dernières. 

  II.2.5. Dosage intracellulaire du glutathion réduit 

 Afin de mieux caractériser l’état de stress oxydant dans lequel se trouvent les cellules 

traitées par l’Acroléine, nous avons évalué leur contenu en GSH intracellulaire. Les cellules 

ont été traitées par 15 µM d’Acroléine pendant 30 min puis le glutathion réduit a été dosé par 

CLHP (Cf. Matériel et Méthode, VIII).  

 

Figure 52 : Effet de l’Acroléine sur le contenu intracellulaire en glutathion réduit des 

cellules MCF7 (A) et des cellules MDA-MB 231 (B).  
Les cellules ont été traitées par 15 µM d’Acroléine pendant 30 min puis le dosage du glutathion 

intracellulaire a été réalisé par CLHP (Cf. Matériel et Méthode, VIII).  

*Différences significatives entre le contrôle et les échantillons traités : P < 0.05, (n = 3). 

 

Les résultats présentés en figure 52 montrent que l’Acroléine provoque une importante 

déplétion du contenu intracellulaire en GSH dans les deux lignées cellulaires. En effet, la 

concentration en GSH passe de 79,64 ± 2.86 nmol de GSH / mg de protéines dans les cellules 

contrôles à 17,20 ± 0,37 nmol de GSH / mg de protéines dans les cellules traitées pour la 

lignée MDA-MB 231 et de 62,10 ± 4,10 nmol de GSH / mg de protéines dans les cellules 

contrôles à 10,54 ± 0,11 nmol de GSH / mg de protéines dans les cellules traitées pour la 

lignée MCF7. Cette importante diminution de la quantité de GSH lors du traitement traduit 

l’existence d’un stress oxydant dans les cellules traitées. Toutefois, l’analyse des précédents 

résultats, concernant l’état d’oxydation des trx1 et la mesure de la quantité d’ERO 

intracellulaire, suggère que dans la lignée MCF7, le stress oxydant induit est probablement 
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nettement plus modéré que dans les cellules MDA-MB 231. De plus, la comparaison entre la 

faible augmentation d’ERO induite par l’Acroléine et l’importante diminution de la quantité 

de GSH observée dans les cellules MCF7 lors du traitement suggère que la déplétion en 

glutathion n’est pas due à une sur-production de peroxydes. Selon la littérature, deux 

mécanismes pourraient expliquer la chute du taux de GSH lors d’un traitement par 

l’Acroléine. Premièrement, l’Acroléine peut s’attaquer directement au pool de glutathion 

réduit en se liant de façon covalente aux groupements sulfhydryl du GSH (Esterbauer et al., 

1991). Deuxièmement, l’Acroléine est susceptible de former des adduits avec les résidus 

lysine des protéines or ces adduits nommés FDP-lysine (N-(3-formyl-3,4-

dehydropiperidino)lysine) seraient capables de se lier au GSH, induisant une diminution du 

glutathion réduit libre (Furuhata et al., 2002). 

La déplétion en GSH observée n’est pas nécessairement à l’origine de la cytotoxicité de 

l’Acroléine. Pour preuve, les cellules MCF7 qui subissent une importante altération de leur 

contenu en GSH lors d’un traitement par l’Acroléine sont aussi particulièrement résistantes 

vis-à-vis de cette molécule en termes de cytotoxicité. La même observation avait été rapportée 

par l’équipe de Horton et al qui a mené son étude sur des cellules de la lignée A549 (Horton 

et al., 1997). Si une déplétion en GSH est souvent associé à un phénomène apoptotique, il 

semblerait que le déclenchement du processus dépende du pool de GSH atteint (mitochondrial 

et/ou cytosolique), de la durée de la déplétion. En effet, une reconstitution rapide du pool de 

GSH affecté par une synthèse de novo pourrait empêcher l’initiation d’un événement 

apoptotique (Kehrer and Biswal, 2000). On peut donc émettre l’hypothèse que l’important 

niveau d’expression de la thiorédoxine dans les cellules MCF7 est capable de compenser les 

effets délétères de la déplétion en glutathion provoqué par l’Acroléine dans ces cellules. 

  II.2.6. Répartition des cellules dans le cycle cellulaire 

 L’inhibition des trxR, l’oxydation des trx1 et la modification du statut redox des 

cellules MDA-MB 231 par l’Acroléine sont susceptibles de provoquer des dommages 

cellulaires induisant un arrêt de la progression du cycle des cellules. Un tel arrêt est moins 

probable dans les cellules MCF7 dans lesquelles l’Acroléine induit moins de modifications. 

Afin de tester ces hypothèses, nous avons traité les cellules MDA-MB 231 et MCF7 par 15 

µM d’Acroléine pendant 48 h puis la répartition des cellules dans les différentes phases du 

cycle cellulaire a été déterminée par cytométrie en flux avec un marquage de l’ADN à l’IP 

(Cf. Matériel et Méthodes, IX). Suivant le même protocole que celui utilisé lors de 



Résultats 

98 
 

l’évaluation de la cytotoxicité du composé, les cellules ont été mises en contact avec 

l’Acroléine diluée dans du PBS pendant 30 min puis le traitement a été remplacé par du 

milieu frais sans acroléine pendant le temps restant. La concentration de 15 µM a été choisie 

pour sa capacité à engendrer une oxydation totale des trx1 après 30 min de traitement et pour 

sa cytotoxicité proche de la CI50 dans les cellules MDA-MB 231 après 48 h de traitement. 

Comme nous l’avions supposé, les résultats obtenus révèlent que l’Acroléine n’a pas d’effet 

sur la répartition des cellules MCF7 dans les différentes phases du cycle cellulaire. Par 

contre, elle provoque un arrêt du cycle des cellules MDA-MB 231 en phase G2-M. En 

effet, après 48 h de traitement, 41.69 ± 3.82 % des cellules se trouvent en phase G2-M 

contre 19.45 ± 2.25 % dans le cas des cellules contrôles.  

 
 

Figure 53 : Effet de l’Acroléine sur la répartition des cellules MCF7 (A) et MDA-MB 

231 (B) dans les différentes phases du cycle cellulaire. 
Les cellules ont été traitées par 15 µM d’Acroléine pendant 48 h puis la distribution des cellules dans 

le cycle cellulaire a été déterminée par cytométrie en flux par mesure de l’incorporation de l’IP dans 

l’ADN. Le pourcentage de cellules présentes dans chaque phase a été calculé à l’aide du logiciel 

« modfit ».  

Les valeurs rapportées ont été calculées à partir de trois expériences indépendantes. 
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De plus, dans le cas des cellules MDA-MB 231 traitées, on constate l’apparition d’une 

importante phase sub-G1 (Figure 53). Cette dernière met en évidence la capacité de 

l’Acroléine à induire l’apoptose de ces cellules. 

 Afin d’étudier la cinétique d’accumulation des cellules MDA-MB 231 en phase G2-M, 

les cellules ont été traitées par 15 µM d’Acroléine et une mesure de leur répartition dans les 

différentes phases du cycle a été réalisée après 6, 12, 24 et 48 h de traitement. Les résultats 

obtenus montrent que l’arrêt du cycle en phase G2-M se produit à partir de 12 h de 

traitement. En effet, après 6 h, le pourcentage de cellules MDA-MB 231 traitées en phase 

G2-M diminue légèrement par rapport au pourcentage constaté pour les cellules contrôles. Par 

contre, après 12 h de traitement, le pourcentage de cellules en phase G2-M augmente 

continuellement jusqu’à atteindre un quasi doublement de la population dans cette phase après 

48 h de traitement (figure 54). 

 

 

Figure 54 : Evolution du taux de cellules MDA-MB 231 en phase G2-M au cours du 

temps lors d’un traitement par l’Acroléine. 
Les cellules MCF7 et MDA-MB 231 ont été traitées par 15 µM d’Acroléine pendant 6, 12, 24 et 48 h. 

Le pourcentage de cellules en phase G2-M a été évalué par cytométrie en flux par mesure de 

l’incorporation de l’IP dans l’ADN. Le pourcentage de cellules présentes en phase G2-M a été calculé 

à l’aide du logiciel « modfit ».  

*Différences significatives entre le contrôle et les échantillons traités : P < 0.05, (n = 3). 

  II.2.7. Activité CDC25 

 Si notre hypothèse de régulation « redox » des CDC25 par les trx devait se vérifier 

alors l’oxydation totale des trx1 et le stress oxydant associé provoqué par l’Acroléine dans les 

cellules MDA-MB 231 pourrait causer une inhibition des CDC25 qui serait responsable de 

l’arrêt du cycle en G2-M. Afin de vérifier cette théorie, nous avons évalué l’activité des 

CDC25 dans la lignée MDA-MB 231 par la mesure de l’état de phosphorylation des kinases 
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CDK1 et CDK2 (Cf. Matériel et Méthode, XII). Les cellules MDA-MB 231 ont donc été 

traitées par 15 µM d’Acroléine pendant 0.5, 3, 6, 12, 24 et 48 h puis des immunorépliques 

anti-PCDK1, anti-PCDK2, anti-CDK1 et anti-CDK2 ont été réalisées et la densité des bandes 

obtenues a été déterminée. 

Les résultats obtenus révèlent que l’Acroléine n’induit pas d’hyper-phosphorylation des 

CDK dans les cellules MDA-MB 231 traitées quelque soit le temps de traitement 

considéré (figure 52, seul les résultats pour un traitement par 15 µM d’Acroléine pendant 

1/2, 3 et 6 h sont représentés). L’arrêt du cycle cellulaire provoqué par l’Acroléine dans les 

cellules MDA-MB 231 ne serait donc pas dû à une hyperphosphorylation des CDK 

consécutive à une inhibition des CDC25. 

Cependant, d’autres mécanismes pourraient expliquer cet arrêt. Par exemple, la littérature 

relate la capacité de l’Acroléine à induire des cassures double brins de l’ADN et à alkyler les 

bases de ce dernier tel que la déoxyguanosine, engendrant la formation d’adduits ADN-

protéines ou la création de « cross-linking » entre des bases des deux brins de l’ADN. Ces 

altérations peuvent bloquer la réplication de l’ADN et donc arrêter la progression du cycle 

cellulaire (Li et al., 2008; Stevens and Maier, 2008; Voulgaridou et al., 2011). D’autres 

mécanismes pourraient également expliquer l’accumulation des cellules en phase G2-M. Par 

exemple, de récentes études ont montré qu’un stress oxydant entraîne une dérégulation de 

l’expression de certains gènes impliqués dans le contrôle de l’homéostasie redox parmi lequel 

le gène FOXM1. La protéine FoxM1 régule la transcription d’un groupe de gènes conservés 

intervenant dans la régulation de la transition G2-M incluant la cycline B, la survivine, la 

cycline D1, p21Cip1, p27Kip1, la kinase Aurora B ou la kinase Polo-like, (Laoukili et al., 

2007). Or, il a été montré qu’une diminution de l’expression de FoxM1 est associée à une 

sous-expression des gènes régulateurs des phases S, G2 et M du cycle cellulaire (Chua et al., 

2009). Ainsi, l’accumulation d’ERO induite par l’Acroléine pourrait affecter l’expression de 

FoxM1 et donc modifier la distribution des cellules dans le cycle via une altération de 

l’expression de protéines régulatrice du cycle. Cette hypothèse est étayée par une précédente 

étude qui a rapporté que H2O2 pourrait induire des arrêts transitoires des différentes phases de 

cycle à travers la modulation de l’expression des cyclines D1 et de p21Cip1 dans des 

fibroblastes de souris (Barnouin et al., 2002). 
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Figure 55 : Effet de l’Acroléine sur le niveau de phosphorylation de la tyrosine 15 de 

CDK1 et CDK2 dans les cellules MDA-MB 231. 
Les cellules ont été traitées par 15 µM d’Acroléine pendant 0,5, 3 et 6 h. Les immunorépliques de 

Phospho-CDK1 et Phospho-CDK2 ont été « strippées » et de nouveau immunomarquées pour 

visualiser respectivement la forme totale de CDK1 et CDK2. Les western-blotting obtenus ont été 

analysés avec le logiciel « quantity one ». Les niveaux relatifs de Phospho-CDK1 et Phospho-CDK2 

ont été calculés par comparaison avec le niveau d’expression de CDK1 et CDK2. Le western-blot 

montré est représentatif de trois expériences indépendantes.  

 

Il est possible que l’Acroléine induise également des dommages à l’ADN dans le cas des 

MCF7 mais on peut émettre l’hypothèse que ces altérations pourraient être très rapidement 

réparées dans ce type cellulaire par rapport aux cellules MDA-MB 231. En effet, les cellules 

MDA-MB 231 possède une protéine p53 mutée, ce qui n’est pas le cas des cellules MCF7 

(Bartek et al., 1990). Or, comme p53 joue un rôle important dans le recrutement des systèmes 

de réparation de l’ADN, nous pouvons supposer que les cellules MCF7 sont mieux armées 

pour résister à l’Acroléine, ce qui pourrait expliquer que cette dernière n’est pas cytotoxique 

pour ces cellules. 

  II.2.8. Dommage à l’ADN 

 Nous avons émis dans le chapitre précédent l’hypothèse selon laquelle, l’arrêt du cycle 

cellulaire engendré par l’Acroléine dans la lignée MDA-MB 231 pourrait être dû à des 

altérations de l’ADN telles que des cassures doubles brins. En effet, de tels dommages de 

l’ADN ont pu être mis en évidence par exemple dans des cellules HepG2 par l’équipe de Li et 
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al (Li, Jiang et al., 2008). Afin de tester cette hypothèse, nous avons vérifié la présence de 

foyers γ-H2AX dans les noyaux des cellules traitées, comme nous l’avions fait pour 

l’Auranofine (Cf. Résultats, II.1.7). Les cellules MDA-MB 231 ont donc été traités par 15 µM 

d’Acroléine pendant 24 h puis l’expression de γ-H2AX a été étudié par immunofluorescence 

(Cf. Matériel et Méthodes, X).  

 

Figure 56 : Mise en évidence de la formation de foyers γ-H2AX dans les cellules MDA-

MB 231 traitées par l’Acroléine. 
Les cellules MDA-MB 231 ont été traitées par 15 µM d’Auranofine ou incubées en présence de PBS 

(contrôle) pendant 30 min puis le traitement a été remplacé par du milieu complet pendant 23 h 30. 

Les cellules ont ensuite été incubées en présence d’un anticorps anti-γ-H2AX couplé à un anticorps 

secondaire (anti-mouse, Alexa fluor 594) qui fluoresce en rouge (Cf. Matériel et Méthodes, X ». Les 

noyaux ont également été marqués au DAPI (fluorescence bleu). Les marquages γ-H2AX et DAPI 

sont visualisés par microscopie à fluorescence.  

Les images de microscopie à fluorescence obtenues nous apprennent que 67.5 % des cellules 

traitées sont marquées positivement alors qu’aucune cellule marquée n’est détectable dans le 

cas du contrôle ce qui signifie que l’Acroléine induit des cassures double brins dans 

l’ADN nucléaire des cellules MDA-MB 231 traitées. Cependant, la faible intensité du 

marquage suggère qu’après 24 h de traitement le nombre de cassures reste limité ce qui 

explique probablement que nous n’observions pas de fragmentation de l’ADN dans les 

noyaux des cellules traitées. Nous supposons que cela peu évoluer pour un temps de 
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traitement plus long car nous avons noté la présence d’un important pic sub-G1 lors de 

l’analyse du cycle cellulaire des cellules MDA-MB 231 après 48 h de traitement. 

  II.2.9. Conclusion 

 L’Acroléine, utilisée à une concentration de 15 µM est capable d’inhiber totalement 

l’activité trxR dans les deux lignées cellulaires MCF7 et MDA-MB 231. Cependant, les 

cellules MCF7 résistent au traitement à la différence des cellules MDA-MB 231 pour 

lesquelles l’Acroléine est fortement cytotoxique. L’inhibition de la trxR est associée à une 

augmentation significative de la quantité d’ERO et à une oxydation totale des trx1 dans la 

lignée MDA-MB 231. Dans les deux types cellulaires, le traitement induit une forte déplétion 

en GSH mais seules les cellules MDA-MB 231 voient leur cycle cellulaire perturbé avec un 

blocage des cellules en phase G2-M et l’apparition d’une importante phase sub-G1. Nous 

avons montré que cet arrêt du cycle cellulaire n’est pas dû à une hyper-phosphorylation des 

CDK mais est associé à des altérations de l’ADN nucléaire des cellules traitées. Ainsi, malgré 

l’inhibition complète du système trx/trxR et l’important stress oxydant subit par les cellules 

MDA-MB 231, l’activité des CDC25 semble maintenue à un niveau suffisant pour assurer la 

déphosphorylation des CDK. Ces observations nous mènent à conclure que dans les cellules 

MDA-MB 231, le maintien de l’activité CDC25 n’est pas dépendante de l’état de 

fonctionnalité des thiorédoxines lors d’un stress oxydant. 

III. Effet d’une surexpression de la MnSOD sur l’activité CDC25  

 Comme nous l’avons évoqué précédemment, la conservation de l’état redox des 

CDC25 est probablement lié à l’existence d’un système protecteur ou réparateur mais l’utilité 

de cette protection est dépendante du taux intracellulaire de peroxyde d’hydrogène et donc de 

l’expression et de l’activité des enzymes qui le fabrique. Dans la première partie de ce travail 

de thèse, nous avons évalué les effets d’un stress oxydant généré grâce à un apport exogène 

d’H2O2 ou grâce à l’utilisation d’inhibiteur du système trx/trxR, sur l’activité des CDC25. 

Cependant, dans les cellules, H2O2 est notamment produit par l’action des superoxyde 

dismutases (SOD). Il est donc envisageable qu’en fonction du niveau d’expression de ces 

dernières, les CDC25 soient plus ou moins exposées au risque d’oxydation par H2O2.  

Isolées en 1939, les SOD sont les premières enzymes dont l’activité antioxydante a été mise 

en évidence (Valko, Rhodes et al., 2006). Chez les mammifères il existe trois types de SOD : 

une isoforme tétramèrique de 80 kDa présente dans les mitochondries appelée MnSOD, une 

isoforme cytosolique dimérique de 32 kDa nommée Cu/ZnSOD que l’on retrouve également 
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dans l’espace intermembranaire mitochondrial et une isoforme extracellulaire, ECSOD 

(Malumbres and Barbacid, 2009). Les SOD catalysent la dismutation de l’anion superoxyde 

en oxygène moléculaire et en peroxyde d’hydrogène (3). Ce peroxyde d’hydrogène est ensuite 

éliminé par l’action des peroxyrédoxines, des glutathion peroxydases ou de la catalase. 

 

 L’action de la MnSOD dans la mitochondrie, où la production d’O2
.-
 est très 

importante, semble être essentielle pour le maintien de la vie cellulaire contrairement à 

l’action de la Cu/ZnSOD dans le cytosol. En effet des souris présentant un knockout pour la 

MnSOD meurent rapidement après la naissance alors que des souris présentant un knockout 

pour la Cu/ZnSOD s’adaptent et survivent. L’importance relative de la MnSOD par rapport à 

la Cu/ZnSOD est également soutenue par la possibilité d’induction de son expression par un 

stress oxydant et par la thiorédoxine, cette induction n’existant pas pour la Cu/Zn-SOD 

[Nordberg & Arnèr 2001].  

Les SOD ont un rôle antioxydant primordial car l’anion superoxyde qu’elles éliminent est 

bien plus réactif que le peroxyde d’hydrogène qu’elles libèrent. Cependant, si les quantités 

d’H2O2 produites sont trop importantes, les cellules peuvent entrer en apoptose ou, à moindre 

échelle, leur croissance et leur cycle cellulaire peuvent être perturbés (Oberley, 2005). De 

nombreuses études ont d’ores et déjà montré qu’un changement d’expression de la MnSOD a 

un impact sur le cycle cellulaire des cellules étudiées (Kim et al., 2010). Par exemple, une 

étude menée sur des fibroblastes de souris NIH/3T3 a montré qu’une augmentation de la 

quantité intracellulaire d’H2O2 due à une surexpression des MnSOD est corrélée avec une 

accumulation des cellules en phase G0-G1 (Kim et al., 2004). 

Une accumulation d’H2O2 liée à une surexpression de la MnSOD dans les lignées que nous 

étudions pourrait donc avoir des conséquences sur la répartition des cellules dans le cycle 

cellulaire via une altération de l’activité des CDC25. Ainsi, une variation du niveau 

d’expression des MnSOD pourrait alors engendrer une variation du niveau de la 

phosphorylation des CDK. Cette hypothèse est renforcée par les résultats présentés en figure 

57 puisque l’on constate que dans les cellules MDA-MB 231, qui possèdent un fort niveau 

d’expression de la MnSOD, le niveau de phosphorylation des CDK1 et des CDK2 est plus 

important que dans les cellules MCF7 dont l’expression des MnSOD est nettement plus 

faible. De ce fait, les CDC25 des cellules MDA-MB 231 pourraient être plus rapidement 
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inactivées par oxydation que celles des cellules MCF7 ce qui pourrait rendre les MDA-MB 

231 davantage sensibles à un traitement pro-oxydant. C’est l’hypothèse que nous nous 

proposons de tester.  

 

Figure 57 : Niveau d’expression de trx 1, de trxR1 et de MnSOD et phosphorylation de 

CDK1 et CDK2 dans les cellules MCF7 et les cellules MDA-MB-231.  
Les niveaux d’expression des protéines et le niveau de phosphorylation de la tyrosine 15 des PCDK1 et 2 

ont été évalués par western blotting (Cf. Matériel et Méthodes, XI). Les immunorépliques de Phospho-

CDK1 et Phospho-CDK2 ont été « strippées » et de nouveau immunomarquées pour visualiser 

respectivement la forme totale de CDK1 et CDK2. Les western-blotting obtenus ont été analysés avec le 

logiciel « quantity one ». Les niveaux relatifs de Phospho-CDK1 et Phospho-CDK2 ont été calculés par 

comparaison avec le niveau d’expression de CDK1 et CDK2.  

Le western-blot montré est représentatif de trois expériences indépendantes.  

 

Les immunoblotting précédemment évoqués n’étant pas une preuve suffisante pour attester 

d’une corrélation entre le niveau d’expression de la MnSOD et l’activité des CDC25, nous 

avons fait varier le niveau d’expression de la MnSOD dans la lignée MCF7 puis nous avons 

évalué l’effet de cette variation sur les phases du cycle cellulaire et la phosphorylation des 

CDK. Le niveau d’expression de la Cu/ZnSOD ne variant pas entre la lignée MCF7 et la 

lignée MDA-MB 231, le rôle de cette enzyme dans l’inactivation des CDC25 n’a pas été 

abordé (Ennen et al., 2011). Nous avons ainsi débuté une collaboration avec l’équipe du 

professeur Becuwe du laboratoire SIGRETO de l’université de Nancy I qui possède un 

vecteur d’expression pcDNA3.1+ intégrant l’ADNc de la MnSOD. Dans le but d’étudier les 

effets d’une surexpression de la MnSOD, les cellules MCF7 ont été transfectées avec ce 
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vecteur ou avec le vecteur contrôle (pcDNA3.1+ vide) correspondant (Cf. Matériel et 

Méthode, III.6.1.1). Plusieurs clones ont pu être isolés pour lesquels nous avons évalué le 

niveau d’expression de la MnSOD. L’immunoréplique obtenue en figure 58 révèle que 

l’ensemble des clones sélectionnés présente une nette augmentation de l’expression de la 

MnSOD par rapport au niveau observé dans les cellules transfectées avec le vecteur 

contrôle. Ensuite, comme une augmentation de l’expression des MnSOD n’est pas forcément 

corrélée à une augmentation de leur activité, nous avons évalué l’activité des enzymes 

surexprimées selon le protocole décrit dans le chapitre Matériel et Méthodes, III.6.1.1.2.2.  

 

Figure 58 : Niveau d’expression de la MnSOD dans des cellules MCF7 transfectées avec un 

vecteur d’expression  pcDNA3.1+ contenant (MCF7-MnSOD+) ou non (MCF7-vecteur vide) 

l’ADNc de la Mn-SOD. 
Le niveau d’expression de MnSOD a été évalué par western blotting (Cf. Matériel et Méthodes, XI). 

La même quantité de protéines a été déposée pour chaque échantillon.  

  

Selon le gel d’activité présenté en figure 59, seuls les clones 1, 4, 5 et 7 voient leur activité 

MnSOD augmenter par rapport à celle des cellules transfectées avec le vecteur vide. Le 

clone 1 a donc été amplifié pour mener la suite de l’étude, les cellules correspondantes seront 

alors nommées « MCF7-MnSOD+ » alors que les cellules ayant incorporées le plasmide vide 

seront appelées « MCF7-néo ».   
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Figure 59 : Activité de la MnSOD dans les cellules MCF7 transfectées avec un vecteur 

d’expression  pcDNA3.1+ contenant (MCF7-MnSOD+) ou non (MCF7-vecteur vide) l’ADNc 

de la Mn-SOD.  
L’activité de la MnSOD et de la Cu/Zn SOD a été déterminée par la réalisation d’une électrophorèse 

non réductrice suivit d’une révélation par le nitrobleu de tetrazolium/riboflavin (Cf. Matériel et 

Méthodes, III.6.1.1.2.2.). Ce composé est réduit en bleu de formazan par l’anion superoxyde produit 

par le système xanthine-xanthine oxydase. En cas d’élimination d’O2
.-
 par les SOD, des zones 

achromatiques apparaissent sur le gel. L’intensité de ces zones est proportionnelle à l’activité des 

SOD. La même quantité de protéines a été déposée pour chaque échantillon. 

L’hypothétique impact de la surexpression de la MnSOD sur l’activité des CDC25 étant lié à 

une potentielle surproduction d’H2O2, nous avons évalué la quantité relative d’anion 

superoxyde et la quantité relative d’ERO présentes dans la lignée MCF7-MnSOD+ par 

rapport à la quantité présente dans la lignée MCF7-néo. Nous avons pu constater que le taux 

d’O2
.- 

présent dans les cellules MnSOD+ est 1,2 fois plus faible que dans les cellules 

MCF7-néo (Figure 60, A). Cette diminution peut être directement corrélée avec 

l’augmentation de l’activité de la MnSOD dans les cellules MnSOD+. Cependant, malgré 

cette diminution du taux d’O2
.-
 et malgré l’augmentation de l’activité MnSOD dans la lignée 

surexprimant cette dernière, aucune modification de la quantité de peroxydes n’est 

observable entre les deux lignées cellulaires (Figure 60, B). 

Pour expliquer ce résultat, on peut émettre l’hypothèse que la quantité de catalase et de 

peroxydases (peroxyrédoxines et glutathion peroxydases) présentes au niveau des 

mitochondries des cellules MnSOD+ pourrait être suffisamment importante pour prendre en 

charge le peroxyde d’hydrogène produit en excès et donc conserver le taux de peroxydes 

constant malgré leur surproduction. Cette hypothèse est consolidée par l’étude de Kattan et al 

(Laboratoire du professeur Becuwe) qui a montré que les activités de la catalase et la Gpx 
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sont plus élevées dans les cellules MCF7 que dans les cellules MDA-MB 231 et qu’il en est 

de même pour le niveau d’expression de la catalase et des prx 3 (Kattan et al., 2008). 

 

Figure 60 : Quantité relative d’anion superoxyde (A) et d’ERO (B) dans les cellules MCF7-

néo et les cellules MCF7-MnSOD+. 
Les quantités relatives d’ERO et d’O2

.- 
ont été évaluées par cytométrie en flux avec respectivement le 

H2DCFDA (B) et le DHE (A) comme sonde fluorescentes (Cf. Matériel et Méthodes, V). 
*Différences significatives entre le contrôle et les échantillons traités : P < 0.05, (n = 3). 

 D’autre part, la littérature fait état d’une fréquente adaptation des activités 

enzymatiques de la catalase et des peroxydases avec une augmentation de l’activité dans les 

cellules transfectées avec l’ADNc de la MnSOD pour lutter contre une augmentation de la 

production d’H2O2 (Li and Oberley, 1998; Ough et al., 2004; Ridnour et al., 2004; 

Venkataraman et al., 2005).  

 Du fait qu’une surexpression de la MnSOD dans les cellules MCF7 ne semble pas avoir 

d’impact sur leur statut redox, il est peu probable que nous constations des variations au niveau 

de leur répartition dans le cycle cellulaire ou au niveau de la phosphorylation des CDK. Pour 

en être certain, nous avons évalué ces paramètres dans les lignées transfectées et les figures 

61 et 62, nous confirment que la surexpression de la MnSOD dans la lignée MCF7 

n’engendre aucune modification ni du cycle cellulaire ni de la phosphorylation des CDK.  
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Figure 61 : Effet d’une surexpression 

de la MnSOD sur la répartition des 

cellules MCF7 dans les différentes 

phases du cycle cellulaire. 
La distribution dans le cycle cellulaire des 

cellules MCF7-néo et des cellules MCF7-

MnSOD+ a été déterminée par cytométrie 

en flux par mesure de l’incorporation de l’IP 

dans l’ADN (Cf. Matériel et Méthodes, IX). 

Le pourcentage de cellules présentes dans 

chaque phase a été calculé à l’aide du 

logiciel « modfit ». Les valeurs rapportées 

ont été calculées à partir de trois expériences 

indépendantes. 

 

 

 

 

Figure 62 : Effet d’une surexpression de la Mn-SOD sur le 

niveau de phosphorylation de la tyrosine 15 de CDK1 et 

CDK2 dans les cellules MCF7. 

Le niveau de phosphorylation de la tyrosine 15 des PCDK1 et 2 des 

cellules MCF7-néo et des cellules MCF7-MnSOD+ a été déterminé 

par western blotting (Cf. Matériel et Méthodes, XI). Les 

immunorépliques de Phospho-CDK1 et Phospho-CDK2 ont été 

« strippées » et de nouveau immunomarquées pour visualiser 

respectivement la forme totale de CDK1 et CDK2. Les western-

blotting obtenus ont été analysés avec le logiciel « quantity one ». Les 

niveaux relatifs de Phospho-CDK1 et Phospho-CDK2 ont été calculés 

par comparaison avec le niveau d’expression de CDK1 et CDK2. Le 

western-blot montré est représentatif de trois expériences 

indépendantes.  

 

 

 

 

 

 Les effets d’une surexpression de la MnSOD pourraient toutefois être plus 

conséquents lors d’un traitement des cellules par un agent générateur d’anion superoxyde tel 

que la doxorubicine puisque l’apport exogène d’O2
.-
 pourrait accroître la quantité d’H2O2 

produite par la MnSOD et peut être induire un dépassement des défenses antioxydantes avec 

une accumulation intracellulaire concomitante du peroxyde d’hydrogène. Cette hypothèse n’a 

pour le moment pas été testée et constitue une perspective intéressante à ce travail. 
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I. CONCLUSION  

 Avec 52 600 nouveaux cas en 2010, le cancer du sein est le plus fréquent chez la 

femme. Il est aussi le cancer le plus mortel chez ces dernières avec 11 300 décès en 2010. 

Etudier les mécanismes impliqués dans la multiplication des cellules de cancer mammaire 

reste donc un enjeu majeur de la recherche en cancérologie. Dans notre étude, nous avons 

choisi d’examiner le rôle du système trx/trxR dans la régulation redox des phosphatases 

CDC25 dans des cellules MCF7 et MDA-MB 231 issues d’adénocarcinomes mammaires 

humains. 

Dans une étude datant de 1993, Natsuyama et al. émettaient l’hypothèse que la thiorédoxine 

pourrait être un régulateur de la transition G2/M puisqu’un apport exogène de thiorédoxine 

permettait de restaurer l’activité de CDK1 dans des cellules embryonnaires de souris 

(Natsuyama, Noda et al., 1993). Les auteurs suggéraient alors que la trx pourrait protéger 

l’activité des CDC25 dans ces cellules. En 2003, Sohn et Rudolph ont montré que les 

CDC25B et C pouvaient être inactivées, in vitro, par le peroxyde d’hydrogène et réactivées 

par le système trx/trxR (Sohn and Rudolph, 2003). Au cours de nos expérimentations, nous 

avons pu montrer qu’il en est de même pour les CDC25A. Notre objectif était donc de savoir 

si une telle régulation existait également dans des lignées cellulaires d’adénocarcinomes 

mammaires humains. En effet, sachant que les cellules cancéreuses présentent fréquemment 

un statut redox intracellulaire plus pro-oxydant que les cellules non cancéreuses 

(Trachootham, Alexandre et al., 2009), l’existence d’une protection contre l’oxydation des 

CDC25 par les trx permettrait aux cellules tumorales de profiter pleinement du potentiel 

oncogénique de ces phosphatases afin de se diviser sans relâche. L’implication du système 

trx/trxR dans la régulation redox des CDC25 pourrait donc ouvrir de nouvelles voies 

thérapeutiques. En effet, une inhibition des trxR et/ou des trx pourrait induire une altération 

de l’activité CDC25 provoquant de ce fait un arrêt du cycle des cellules cancéreuses et donc 

un arrêt de la prolifération tumorale et offrant ainsi une alternative à l’inhibition directe des 

CDC25 en termes de stratégie thérapeutique potentielle. 

 Dans un premier temps, nous avons évalué les effets d’un traitement par le peroxyde 

d’hydrogène sur les lignées MCF7 et MDA-MB 231. Ces deux lignées ont été choisies car 

elles présentent des niveaux d’expression de trx1 très différents, les MCF7 surexprimant les 

trx1 par rapport aux MDA-MB 231. Nous avons pu mettre en évidence que le traitement par 

H2O2 induit une augmentation d’ERO et une cytotoxicité comparable dans les deux lignées. 

Ces altérations sont associées à un arrêt du cycle cellulaire dans les deux types de cellules 
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avec toutefois une perturbation du cycle plus importante dans les cellules MDA-MB 231. De 

plus, nous avons pu montrer que l’arrêt du cycle provoqué par H2O2 n’est pas corrélé à une 

hyper-phosphorylation des CDK1 et CDK2, ce qui nous amène à conclure que dans les 

cellules traitées, l’activité résiduelle des CDC25 est suffisante pour déphosphoryler les CDK. 

Il n’est toutefois pas exclu qu’une partie des CDC25 soient oxydées par le peroxyde 

d’hydrogène. C’est pourquoi nous avons donc tenté d’évaluer le statut redox de ces dernières 

par un western blotting différenciant les niveaux d’oxydation, mais la spécificité des anticorps 

utilisés vis-à-vis du site actif des CDC25 n’a pas permis d’obtenir des résultats concluants. En 

effet, il semble que les anticorps utilisés ne puissent pas se fixer au site actif des CDC25 

lorsque l’électrophorèse des protéines est réalisée en conditions non réductrices. Or ces 

conditions non réductrices sont nécessaires pour pouvoir différencier les formes oxydées des 

formes réduites. Une perspective intéressante serait donc de reproduire l’expérience avec un 

anticorps dont le ou les épitopes sont situés en dehors du site actif. 

 Dans une deuxième partie, pour vérifier si le maintien de l’activité CDC25 lors d’un 

traitement par H2O2 est dû à une intervention du système trx/trxR, nous avons tenté 

d’inactiver totalement ce système avec deux inhibiteurs chimiques, l’Auranofine et 

l’Acroléine. Nous avons évalué les effets de cette inactivation sur le cycle cellulaire et 

l’activité des CDC25. Jusqu’à présent, les effets des inhibiteurs choisis n’avaient pas été testés 

dans des lignées issues de cancer du sein. Nous avons donc défini les conditions de traitement 

qui permettent d’inhiber le système trx/trxR et de générer un stress oxydant dans les deux 

lignées choisies. Nous avons montré que 3 µM d’Auranofine provoquent une inhibition totale 

de trxR dans les deux types cellulaires. La cytotoxicité de ce composé est quasiment identique 

pour les MCF7 et les MDA-MB 231 mais la production d’ERO associée au traitement est plus 

importante dans les cellules MDA-MB 231, probablement à cause de leur plus faible taux 

d’expression de la trx1. Malgré l’inhibition de trxR et l’augmentation d’ERO, l’Auranofine 

n’induit pas d’oxydation de la thiorédoxine. Le système trx/trxR n’est donc pas totalement 

inactivé lors d’un traitement des cellules par l’Auranofine et nous supposons que cela pourrait 

être dû à l’activité du système du glutathion, non affecté par le traitement, qui pourrait donc 

contrecarrer le stress oxydant subit par les cellules et protéger les thiorédoxines, peut être par 

le biais d’une réaction de glutathionylation. L’Auranofine n’induit pas de modification du 

cycle cellulaire mais l’apparition d’un pic sub-G1 a pu être mis en évidence dans le cas des 

cellules MDA-MB 231. Ce pic suggère l’entrée des cellules en apoptose suite à la 

fragmentation de leur ADN. Cette dernière pourrait être la conséquence d’une réparation 

déficiente des nombreuses cassures double brins de l’ADN provoquées par l’Auranofine. Son 
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absence d’effet sur la distribution dans le cycle cellulaire des cellules traitées est corrélée à 

une conservation de l’état de phosphorylation des CDK. Une inhibition des trxR n’entrave 

donc pas le maintien de l’activité cellulaire des CDC25. 

Ensuite, l’inhibition des trxR étant sans effet apparent sur les CDC25, nous avons choisi de 

cibler plus directement les thiorédoxines. Nous avons testé les effets de l’Acroléine, composé 

aldéhydique permettant d’inhiber à la fois les trxR et les trx. 15 µM d’Acroléine sont 

suffisants pour induire une inhibition totale des trxR dans les deux lignées cellulaires. Cette 

inhibition est accompagnée d’effets cytotoxiques dans la lignée MDA-MB 231 mais n’affecte 

pas la viabilité des cellules MCF7. Dans la lignée MDA-MB 231, le traitement par 15 µM 

d’Acroléine génère une augmentation significative du taux d’ERO et une oxydation totale des 

trx1. Ces effets ne sont pas visibles dans la lignée MCF7 bien que cette dernière subisse, 

comme les cellules MDA-MB 231, une importante déplétion en GSH. La surexpression des 

trx1 dans les cellules MCF7 par rapport aux cellules MDA MB 231 pourrait expliquer les 

différences de sensibilité qui existent entre les deux lignées. L’inactivation totale du système 

trx/trxR dans la lignée MDA-MB 231 s’accompagne d’un arrêt du cycle cellulaire en phase 

G2/M et de l’apparition d’un pic sub-G1. Cependant, nous avons montré que cet arrêt n’est 

pas associé à une hyper-phosphorylation des CDK1 et CDK2 mais plutôt à une altération de 

l’ADN nucléaire des cellules traitées. Une inhibition concomitante des thiorédoxine 

réductases et des thiorédoxines a donc des effets sur le cycle cellulaire sans affecter la 

déphosphorylation des CDK par les CDC25. 

Il semble donc que dans les cellules issues de cancer du sein soumises à un stress 

oxydant, le système trx/trxR ne soit pas strictement essentiel pour le maintient d’un niveau 

stable de phosphorylation des CDK par les CDC25. Cette conclusion est corroborée par 

l’étude deVogt et al, qui a montré que le PX-12 (ImidazolylDisulfide IV-2), un inhibiteur de 

thiorédoxine, aujourd’hui en phase d’étude clinique, induit un arrêt du cycle cellulaire en 

phase G2-M sans pour autant altérer l’activité CDK1 ou CDC25 dans la lignée MCF7 (Vogt 

et al., 2000). 

Dans la dernière partie de ce travail nous nous sommes intéressés aux effets d’une 

surexpression de la MnSOD sur le cycle cellulaire et l’activité des CDC25. Les SOD sont 

responsables d’une part importante de la production du peroxyde d’hydrogène dans les 

cellules. Des variations de leurs expressions et de leurs activités peuvent faire varier le taux 

intracellulaire d’H2O2 et pourrait donc avoir un impact sur l’état d’oxydation des 

phosphatases CDC25. Nous avons montré que les deux lignées cellulaires que nous étudions 
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présentent un niveau d’expression variable de la MnSOD associé à une différence de 

phosphorylation des CDK. En effet, les cellules MDA-MB 231 qui expriment fortement la 

MnSOD par rapport aux cellules MCF7 présentent un rapport PCDK/CDK plus important. 

Ainsi, afin de vérifier si il existe une corrélation entre le niveau d’expression de la MnSOD et 

le niveau de phosphorylation des CDK, nous avons établit une lignée MCF7 surexprimant la 

MnSOD en collaboration avec l’équipe du professeur Philippe Becuwe du laboratoire 

SIGRETO de l’Université Henry Poincaré-Nancy I. Selon notre hypothèse, une surexpression 

de la MnSOD pourrait engendrer une augmentation du taux d’H2O2 intracellulaire qui pourrait 

affecter l’activité des CDC25 provoquant des changements de la distribution des cellules dans 

le cycle cellulaire dus à une hyper-phosphorylation des CDK. Nos résultats ont révélé qu’il 

n’en était rien puisqu’une surexpression de la MnSOD dans les cellules MCF7 induit une 

diminution de la quantité d’anions superoxydes mais pas une augmentation concomitante de 

la quantité d’H2O2. Il serait toutefois intéressant de vérifier si une telle augmentation d’ERO 

est observable lors d’un traitement des cellules par un composé chimiothérapeutique dont le 

métabolisme produit des anions superoxydes tel que la doxorubicine.  

Dans ce travail nous avons donc pu mettre en évidence que le rôle des CDC25 dans la 

régulation du cycle cellulaire n’est pas dépendant de l’état de fonctionnalité du système 

trx/trxR ou du niveau d’expression des MnSOD mais qu’il existe un système protecteur 

puissant qui permet de maintenir au moins en partie l’activité de déphosphorylation des 

CDC25 en milieu pro-oxydant dans les cellules de cancer du sein MCF7 et MDA-MB 231.   

II. PERSPECTIVES 

 II.1. Altération moléculaire stable de l’expression de trx1 dans la lignée 

MCF7 

En parallèle de l’inhibition chimique des trxR et des trx, l’analyse des effets d’une 

répression de l’expression des thiorédoxines dans la lignée MCF7 a été envisagée. En effet, 

du fait de la résistance des cellules MCF7 à l’Acroléine, une approche moléculaire est très 

intéressante dans cette lignée. L’établissement d’une lignée stable de MCF7 sous-exprimant la 

trx1 a donc été initié avec l’utilisation de vecteurs porteurs de séquences shRNA (Cf. Matériel 

et Méthode III.6.1.2.). Un vecteur contrôle contenant le gène codant pour la GFP a été utilisé 

pour tester l’efficacité de la transfection. Jusqu’à présent, le meilleur pourcentage de 

transfection obtenu est de 8 % avec l’agent de transfection JET-PEI (Polyplus transfection). 

Ce pourcentage est très faible et n’a pas permis l’isolement d’une colonie de cellules après 
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une sélection en présence de puromycine. Les vecteurs d’expression qui portent les séquences 

shRNA de trx1 sont des vecteurs lentiviraux ayant donc une taille élevée qui pourrait être la 

cause de nos difficultés. Notre laboratoire n’est pas habilité pour la réalisation de transfection 

à l’aide de lentivirus, toutefois le fournisseur des vecteurs assure que la transfection peut être 

réalisée à l’aide d’agents classiques. Ainsi, face aux faibles taux de transfection obtenu avec 

le JET-PEI, nous testons actuellement d’autres agents de transfection. 

 II.2. Mise en évidence d’une interaction CDC25-trx 

 Si les phosphatases CDC25 sont effectivement réduites par les thiorédoxines lors d’un 

stress oxydant alors une interaction entre ces deux protéines devrait pouvoir être mise en 

évidence lorsque l’on traite les cellules avec du peroxyde d’hydrogène. Dans ce but, des 

essais préliminaires ont déjà été menés lors de cette thèse mais n’ont pas encore abouti. En 

effet, pour vérifier l’existence d’une interaction CDC25-trx1, nous avons transfecté la lignée 

cellulaire MCF7 avec un plasmide « pEBG » (figure 67) permettant l’expression d’une 

protéine de fusion GST couplée à un dominant négatif de la thiorédoxine 1 (Cf. Matériel et 

Méthode, III.6.2). Ce dominant négatif contient une mutation « C35S », de la cystéine 35 du 

site actif de la trx1 en sérine. Cette mutation empêche le relarguage des substrats de la trx1 

après leur réduction. Les plasmides (vecteur vide, vecteur contenant le cDNA de la protéine 

sauvage et vecteur codant pour la thiorédoxine 1 mutée « C35S ») ont été gracieusement 

donnés par le professeur K-S Kwon (Center for Systems Biology, Korea Research Institute of 

Bioscience and Biotechnology, Taejon, Corée) (Hwang, Ryu et al. 2004). Après la 

transfection, nous avons induit un stress oxydant dans les cellules transfectées puis nous 

avons purifié, par une chromatographie d’affinité sur un gel d’agarose-GSH, les protéines de 

fusion « GST-trx1 mutée C35S » couplées à leur substrat. La présence de CDC25 parmi ces 

substrats peut alors être testée par un western blotting anti-CDC25 réalisé avec les 

échantillons contenant la protéine purifiée. Jusqu’à présent, la transfection des cellules a été 

réalisée avec succès mais la purification n’a pas permis de collecter suffisamment de protéines 

de fusion pour détecter la GST ou la trx1 par western blotting. Des expériences 

complémentaires sont donc actuellement en cours de réalisation pour contrecarrer ce 

problème.  
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 II.3. Intervention des peroxirédoxines et/ou de la sulfirédoxine dans la 

régulation redox de l’activité CDC25  

Comme nous l’avons évoqué précédemment, Natsuyama et al. ont montré qu’une 

injection de thiorédoxine dans des cellules embryonnaires de souris permettait de réactiver les 

CDK1. Les auteurs émettaient l’hypothèse que les thiorédoxines pourraient maintenir 

l’activité des CDC25 qui pourraient alors déphosphoryler les CDK (Natsuyama, Noda et al., 

1993). Nous avons montré que cette hypothèse ne se vérifie pas dans les lignées de cancer du 

sein, MCF7 et MDA-MB 231. Toutefois, on peut imaginer que dans notre cas comme dans 

celui de l’étude précédemment citée, la réactivation des CDK1 pourrait faire intervenir les 

thiorédoxines d’une façon plus indirecte. Par exemple, les trx pourraient activer par réduction 

un autre système antioxydant, qui pourrait lui-même directement interagir avec les CDC25. 

Deux types de protéines antioxydantes sont connus pour être dépendante du système trx/trxR : 

les peroxyrédoxines et les sulfiredoxines. Or, d’après la littérature, ces protéines pourraient 

jouer un rôle important dans la régulation redox des phosphatases. 

Par exemple, Cao J et al, ont prouvé qu’une liaison entre prx1 et PTEN était nécessaire pour 

le maintien de l’activité de cette dernière en conditions de stress oxydant dans des fibroblastes 

d’embryons de souris. (Cao J, 2009). Neumann et al ont émis l’hypothèse que, dans les 

cellules cancéreuses, l’activité des CDC25 pourrait être préservées par les peroxirédoxines en 

tant que protéines chaperonnes (Neumann et al, 2009).  

Un autre mode de protection des CDC25 contre l’oxydation en condition de stress oxydant 

pourrait se faire via la glutathionylation de la cystéine catalytique. Ce mécanisme existe pour 

la phosphatase PTP1B. En effet, la glutathionylation de cette phosphatase au niveau de la 

cystéine catalytique protège celle-ci contre une oxydation irréversible durant un stress 

oxydant mais elle induit en contrepartie une inhibition de l’enzyme. La déglutathionylation de 

la cystéine catalytique par la sulfirédoxine restaure l’activité catalytique (Findlay VJ, 2006). 

Les PTP1B et les CDC25 sont membres de la même famille de phosphatases, nous pouvons 

ainsi supposer que les CDC25 pourraient également être sujettes à des réactions protectrices 

de glutathionylation/déglutathionylation. Sohn et Rudolph ont montré qu’après l’inhibition 

des CDC25 par H2O2, l’ajout de GSH ne permet pas de restaurer leur activité. Cette 

expérience a montré que le GSH n’est pas capable de réduire les cystéines oxydés mais elle 

n’exclue pas la possibilité que le GSH pourrait glutathionyler les CDC25 pour les protéger 

d’une oxydation irréversible par H2O2. Il serait donc intéressant de mesurer l’activité CDC25 
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après avoir incubé ces dernières avec du peroxyde d’hydrogène et/ou du GSH dans un 

premier temps et après un ajout de sulfirédoxine ensuite.  

Dans les deux hypothèses (protection de l’activité CDC25 par les peroxyrédoxines sous forme 

de chaperonnes ou protection par glutathionylation/deglutathionylation avec une intervention 

de la sulfirédoxine) la cystéine catalytique des CDC25 ne serait pas physiquement accessible 

pour d’autres systèmes réducteurs. Ceci pourrait expliquer pourquoi le système trx/trxR serait 

capable de réguler l’activité CDC25 in vitro, lorsqu’il est le seul système réducteur en 

présence, mais pas dans les cellules cancéreuses. 
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I. EXPRESSION ET PURIFICATION DES PROTEINES DE FUSION GST-CDC25A, B 

ET C 

 La souche BL21 (DE3)pLysS de E. coli a été utilisée pour l’amplification du plasmide 

contenant nos séquences d’intérêts. Cette souche dérivée de BL21 a intégré le phage λ DE3. 

Leur génotype est le suivant : B F-, dcm, ompT, hsdS(rB-, mB-), gal λ (DE3), [pLysS Camr]. 

Ces cellules sont facilement transformables, même par de grands plasmides, avec une stabilité 

satisfaisante de l’ADN étranger, tout en permettant la sélection des colonies. 

Les ADNc correspondant à la totalité de la séquence de CDC25A et CDC25C ainsi que 

l’ADNc correspondant à la séquence du site catalytique de CDC25B ont été intégrés dans le 

plasmide « pGEX-2T » (Amersham Pharmacia Biotech, Figure 63) qui est ensuite 

sélectionné grâce à la résistance à l’ampicilline qu’il confère aux bactéries transformées. Ces 

plasmides ont été gracieusement fournis par le professeur Meijer Laurent (CNRS, Station 

Biologique de Roscoff, France) et le professeur Hoffmann Ingrid (German Cancer Research 

Center, Heidelberg, Allemagne). La protéine se trouve ainsi fusionnée à une glutathion-S-

transférase ce qui permet de faciliter sa purification. 

 

Figure 63 : Carte de restriction du plasmide pGEX-2T et caractéristiques principales du 

vecteur de protéine de fusion glutathion-S-transférase. 
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 I.1. Préparation de bactéries compétentes 

 Une culture de 50 mL en phase exponentielle de croissance (A600 ≈ 0,4) est plongée 

dans de la glace pendant 10 min. Les cellules sont sédimentées par centrifugation à froid à 

1500 * g pendant 15 min, puis remises en suspension dans 24 mL d’une solution froide et 

stérile de CaCl2 à la concentration de 50 mM. Après 10 min d’incubation dans la glace, les 

bactéries sont à nouveau centrifugées avant d’être remise en suspension dans 2,4 mL de la 

même solution froide de CaCl2. Les cellules compétentes sont stockées dans la glace ou, à 

défaut, à 4°C pendant 1 à 3 jours, jusqu’à leur transformation. 

 I.2. Transformation de bactéries compétentes 

  100 µL de suspension de cellules compétentes sont placés dans un microtube 

stérile et exempt de DNAse. Environ 20 ng de plasmide circulaire sont ajoutés à la 

suspension cellulaire. Le mélange est homogénéisé doucement, puis placé dans la 

glace fondante. Après 30 min d’incubation, le microtube est trempé pendant 90 s dans 

un bain marie à 42°C, puis aussitôt replongé dans la glace fondante pendant 2 minutes. 

300 µL de milieu SOC [20 g/L Bacto-tryptone, 5 g/L extrait Bacto-yeast, 0,5 g/L 

NaCl, 10 mM MgCl2, 20 mM glucose] sans antibiotique sont ajoutés au mélange et 

l’ensemble est incubé pendant 30 min à 37°C sous agitation. Les cellules sont alors 

étalées sur un milieu gélosé sélectif (LB agar + ampicilline 50 µg/mL). Les boîtes sont 

placées à l’envers dans un incubateur à 37°C pendant 24 h. Les clones sont 

sélectionnés en testant l’activité glutathion-S-transférase de la protéine de fusion GST-

CDC25 selon le protocol décrit par Habig et al (Habig et al., 1974). Les clones 

présentant les plus fortes activités glutathion-S-transférase sont amplifiés dans 5 mL de 

milieu LB amp (LB + ampicilline 50 µg/mL) pendant 24 h puis 10 % de glycérol sont 

ajoutés à la suspension cellulaire avant qu’elle ne soit aliquotée par fraction de 100 µL. 

Les aliquotes sont conservées pendant plusieurs mois au congélateur. 

 I.3. Cultures bactériennes 

 Les cellules BL21 transformées et présentant une forte activité glutathion-S-

transférase sont cultivées en milieu LB (Luria-Bertani) [10 g/L Bacto-tryptone, 5 g/L extrait 
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Bacto-yeast, 10 g/L NaCl (pH7.0 avec NaOH)], contenant 50 µg/mL d’ampicilline pour 

maintenir le plasmide. 

  I.3.1. Préculture 

 5 mL de milieu LB, contenant 50 µg/mL d’ampicilline, pour maintenir le plasmide, 

sont inoculés avec quelques µL de suspension de cellules transformées avec le plasmide 

pGEX-CDC25. La préculture est incubée pendant 8 h à 37°C sous agitation. 100 mL de 

milieu LB, contenant 50 µg/mL d’ampicilline, sont ensuite inoculés avec 1 mL de la 

suspension bactérienne précédente. La culture est incubée pendant une nuit à 37°C sous 

agitation. 

  I.3.2. Culture d’expression 

 Un litre de milieu LB, contenant 50 µg/mL d’ampicilline, est inoculé avec 10 mL de la 

précédente culture. Cette culture est incubée sous agitation à 37°C jusqu’à obtenir une 

absorbance à 600 nm comprise entre 0,4 et 0,6. A ce moment, l’expression est induite par 

addition de 0,5 mM d’IPTG (Isopropyl-thio-β-galactoside) et placée 5 h à 30°C sous 

agitation. 

Les bactéries sont alors centrifugées à 1500 * g pendant 15 min à 4°C. Les culots bactériens 

sont conservés à -80°C jusqu’à l’extraction. 

  I.3.3. Extraction de la protéine de fusion GST-CDC25 

 Le culot bactérien est resuspendu dans 30 mL de tampon de lyse [50 mM Tris, 250 

mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,1% Triton, 0,1 mM PMSF (phenyl methane sulphonyl fluoride), 

3% CIP (cocktail inhibiteur de protéase)] puis soniqué (5 * 10s) à 4°C. L’homogénat est 

ensuite centrifugé à 25000*g pendant 45 min à 4°C et le surnageant est stocké à -80°C jusqu’à 

la purification. 

  I.3.4. Purification de la GST-CDC25 

 La protéine de fusion est purifiée par chromatographie d’affinité sur un gel d’agarose-

GSH (Sigma). L’extrait bactérien est incubé sur une colonne de gel (équilibrée avec le tampon 

de lyse) pendant 3 h à 4°C. Après lavage de la colonne avec 5 volumes de tampon de lyse puis 

5 volumes de tampon Tris A [50 mM Tris pH8, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT], la 

protéine de fusion est éluée par addition de glutathion à la concentration de 20 mM dans du 
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tampon Tris A. L’éluat est recueilli par fraction de 1 mL et l’efficacité de la purification est 

vérifiée sur chaque fraction par la mesure de l’activité CDC25. Les fractions sont conservées 

à -80°C.  

II. MESURE DE L’ACTIVITE PHOSPHATASE CDC25 

 II.1. Mesure en colorimétrie 

 Cette mesure est basée sur la déphosphorylation par les phosphatases CDC25 du p-

NPP (p-nitrophényl phosphate), qui est incolore en un produit coloré, le PNP (p-nitrophénol). 

La réaction est réalisée en microplaque (Baratte et al., 1992). 10 µL de solution d’enzyme 

purifiée sont mis en présence de 10 mM de DTT dans un volume final de 150 µL de tampon 

Tris A et la plaque est préincubée 30 min à 37°C sous agitation. La réaction est alors initiée 

par addition de 50 µL de p-NPP à la concentration de 200 mM dans du tampon Tris A. Après 

30 min d’incubation à 37°C, l’absorbance est mesurée à 405 nm sur un lecteur de plaques 

(Dynatech). 

 II.2. Mesure en spectrofluorimétrie à cuve 

 Cette mesure est basée sur la déphosphorylation par les phosphatases CDC25 de 

l’OMFP (3-O-méthylfluorescéine phosphate) en OMF (3-O-méthylfluorescéine) qui absorbe à 

485 nm et émet à 530 nm. 10 µL de protéine de fusion GST-CDC25, correspondant à 3 

µg/mL de protéines pour l’isoforme A, 5 µg/mL pour l’isoforme B et 4 µg/mL pour 

l’isoforme C sont mis en présence de tampon Tris A. L’essai est réalisé en cuve avec un 

volume final de 1 mL. La réaction est initiée par addition de 500 µM d’OMFP. La formation 

d’OMF est mesurée pendant 15 min à 37°C (conditions de vitesse initiale) sur un 

spectrofluorimètre (Kontron instrument). 

III. CULTURE CELLULAIRE 

 III.1. Lignées cellulaires 

 Les systèmes d’étude choisis sont deux lignées d’adénocarcinome mammaire humain 

issues d’une effusion pleurale : la lignée MCF7 (Soule et al., 1973) et la lignée MDA-MB 231 

(Cailleau et al., 1974) qui différent principalement par la présence de récepteurs aux 

œstrogènes chez MCF7 contrairement à MDA-MB 231.  
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 III.2. Conditions de culture 

 Les cellules sont cultivées en monocouche en flacons de Roux de 75 cm
2
 de surface 

utile (BD Falcon) pour leur amplification ou en boîtes de Pétri de 90 mm de diamètre (63,6 

cm
2
 de surface) et plaque de 6 puits (9,6 cm

2
 de surface) (BD Falcon) pour les traitements. 

Les cellules sont maintenues en culture dans du milieu « RPMI » complet à raison de 0,125 

mL/cm
2
, dans un incubateur à atmosphère contrôlée à 5 % de CO2 et 95 % d’air saturé en eau, 

à une température de 37°C. Le milieu dit « complet » est constitué de RPMI 1640 (Eurobio), 

additionné de 1,25 mM de pyruvate de sodium, 2 mM de L-glutamine, 151 µM de L-

asparagine, 95 µM de L-Sérine, 0,5 X d’acides aminés MEM et d’acides aminés non 

essentiels MEM, 0,4 X de vitamines, 10 % (v/v) de sérum de veau fœtal (SVF, Eurobio) et 1 

% (v/v) d’un mélange 100 X d’antibiotiques-antimycotique [104 UI/mL pénicilline G, 10 

mg/mL streptomycine, 2,5 mg/mL amphotéricine B]. 

  III.3. Entretien des cellules  

 Lorsque les cellules sont au stade de sub-confluence, le milieu de culture est éliminé 

par aspiration et les cellules sont dissociées par addition d’une solution de trypsine-EDTA 1X. 

Une fois le tapis cellulaire complètement détaché, la trypsine est inhibée par addition d’un 

même volume de milieu complet. La suspension cellulaire est alors centrifugée 5 min à 500*g 

et le culot de cellules est remis en suspension dans du milieu frais. Une aliquote de cette 

suspension cellulaire est prélevée et diluée dans du milieu complet pour la numération 

cellulaire qui est réalisée au moyen d’une cellule de Malassez après coloration en présence de 

0,4% (v/v) de bleu Trypan. De nouvelles cultures sont alors ensemencées à la densité 

souhaitée. Une culture est considérée comme trop âgée après 10 passages. Elle est alors 

détruite et une nouvelle culture est initiée après décongélation d’un nouveau stock de cellules. 

 III.4. Congélation et décongélation des cellules 

 Les lignées sont conservées dans l’azote liquide à la concentration de 3.10
6
 

cellules/mL. La suspension cellulaire est centrifugée 5 min à 500*g et le culot est remis en 

suspension dans un volume approprié de milieu de congélation froid composé de milieu de 

culture complet et de 10 % de DMSO (diméthylsulfoxyde). Cette suspension cellulaire est 

conditionnée par fractions de 1 mL dans des cryotubes qui subissent alors des paliers de 

congélation (20 min à -20°C puis 2h à -80°C) avant d’être plongés dans l’azote liquide pour 

conservation. 
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Pour la remise en culture, la suspension cellulaire est décongelée rapidement dans un bain-

marie à 37°C avant d’être diluée au 1/10
e
 dans du milieu complet puis centrifugée 5 min à 

500*g pour éliminer le DMSO. Le culot cellulaire est ensuite resuspendu dans un volume de 

milieu approprié pour la remise en culture. 

 III.5. Traitement et récupération des cellules en culture 

 Les traitements sont réalisés sur des cultures cellulaires ensemencées à 1.10
6
 cellules 

en boîtes de Pétri ou à 250.10
3
 cellules en plaque de 6 puits. 24 heures après 

l’ensemencement, le milieu de culture est remplacé par du milieu frais contenant une 

concentration connue de la molécule à tester. Les cultures sont ainsi incubées à 37°C pendant 

un temps de traitement déterminé en fonction de l’expérience réalisée. 

A l’issue du traitement, le mode de récupération des cellules dépend de l’analyse réalisée. 

Lorsque que celle-ci est une analyse en cytométrie de flux, un western blotting ou une mesure 

d’activité enzymatique, les cellules flottantes et adhérentes sont récupérées par aspiration et 

dissociation à l’aide de trypsine-EDTA 1 X suivi de deux rinçages avec du milieu complet. La 

suspension est alors soumise à une centrifugation à froid de 5 min à 500*g puis le surnageant 

est éliminé et le culot est rincé deux fois dans du tampon PBS 1X [0,2 g/L KH2PO4, 1,15g/L 

Na2HPO4, 0,2 g/L KCl, 8g/L NaCl] froid. Les cellules sont ensuites traitées différemment en 

fonction du paramètre étudié (viabilité cellulaire, quantité d’ERO, cycle cellulaire, expression 

de protéines) et les protocoles correspondants sont indiqués par la suite. Lorsque l’analyse est 

un dosage intracellulaire du glutathion, les cellules sont lavées deux fois avec du PBS 1 X 

froid puis grattées dans 2*500 µL de PCA froid (acide perchlorique) à 10 %. La suspension 

est ensuite centrifugée pendant 15 min à 12000*g et à 4°C puis les surnageants sont conservés 

à -20°C jusqu’à analyse alors que les culots sont resuspendus dans 1 mL de NaOH 1M pour le 

dosage des protéines. 

 III.6. Développement de modèles cellulaires transgéniques  

  III.6.1. Transfections stables 

   III.6.1.1. Etablissement d’une lignée MCF7 surexprimant la 

MnSOD 

 La lignée cellulaire MCF7, exprimant faiblement la MnSOD en condition 

physiologique par rapport à la lignée MDA-MB 231, a été choisie pour établir un modèle 

cellulaire dans lequel cette expression sera augmentée. 



Matériel et Méthodes 

125 
 

Cette surexpression stable de la MnSOD est permise par l’insertion du cDNA de la protéine 

dans un vecteur pcDNA3.1+ qui confère une résistance à l’hygromycine (figure 64). La 

construction de ce plasmide, son amplification et sa purification ont été réalisées au sein du 

laboratoire SIGRETO (UHP, Nancy I) par l’équipe du Professeur Becuwe Phillipe. 

    III.6.1.1.1. Protocole de transfection stable 

 La transfection est réalisée selon le protocole fournit avec l’agent de transfection 

choisi, le « jetPEI » (Polyplustransfection). Le jetPEI (poly-éthylènimine) et l’ADN 

plasmidique forment des complexes chargés positivement capables d’interagir avec les 

protéoglycanes anioniques de la surface cellulaire. Ainsi, ces complexes se lient à la 

membrane plasmique puis sont internalisés par endocytose. A l’intérieur du compartiment 

endosomal, l’ADN est protégé de la dégradation par le jetPEI qui agit comme une « éponge à 

protons », qui tamponne le pH. Cette modification du pH va conduire à la perméabilisasion 

puis à la rupture de l’endosome permettant le relarguage de l’ADN dans le cytoplasme. Cette 

ADN sera ensuite transporté dans le noyau pour y être transcrit. 

Lors de la transfection, les cellules sont ensemencées en plaque de 6 puits à raison de 250*10
3
 

cellules/puits dans 2 mL de milieu complet contenant du sérum. 24 h après l’ensemencement, 

le milieu est changé et les complexes de transfection (plasmide + jetPEI) sont préparés. Dans 

un premier temps une solution contenant le plasmide et une solution contenant l’agent de 

transfection sont préparées indépendamment l’une de l’autre pour chaque puits. Ainsi, 3 µg de 

plasmide sont diluées dans 100 µL final de NaCl (150 mM) d’un côté et 6 µL de jetPEI sont 

ajoutés à 94 µL de NaCl (150 mM) de l’autre côté. Chaque solution est alors doucement 

homogénéisée au vortex et centrifugée. Dans un deuxième temps, la solution contenant le 

jetPEI est additionnée goutte à goutte à la solution contenant le plasmide. La solution obtenue 

est brièvement vortexée, centrifugée et incubée à température ambiante entre 15 et 30 

minutes. Après cette incubation, la totalité des 200 µL de solution est dispersée goutte à 

goutte sur le milieu contenu dans un puits. Le milieu est ensuite homogénéisé par glissement 

de la plaque sur une surface plane. La plaque est ensuite incubée dans des conditions 

classiques de culture pendant 24 h.  
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Figure 64 : Carte du vecteur plasmidique pcDNA3.1+, utilisé pour l’insertion de l’ADNc 

de la MnSOD. 

Le lendemain, la sélection antibiotique est initiée à raison de 200 µg/mL d’hygromycine. Le 

milieu supplémenté en antibiotique est alors changé quotidiennement afin d’éliminer les 

cellules mortes non transfectées. La sélection antibiotique est maintenue jusqu’à ce que des 

colonies isolées soit suffisamment grosses pour être repiquées en plaque de 12 puits puis 

amplifiées avant que le profil d’expression de la MnSOD ne soit déterminé.  

    III.6.1.1.2. Evaluation de l’efficacité de la transfection  

     II.6.1.1.2.1. Mise en évidence de la surexpression 

par immunoblotting 

 Un western blotting contre la protéine MnSOD (Cf. Matériel et Méthodes, XI) est 

réalisé afin d’évaluer la qualité de la surexpression de la MnSOD dans les différents clones 

choisis par rapport à son expression dans les cellules transfectées avec le vecteur vide. Cette 

immunoréplique permet de choisir et d’amplifier uniquement la lignée cellulaire pour laquelle 

la surexpression de la MnSOD est la plus forte. 

     III.6.1.1.2.2. Evaluation de l’activité MnSOD 

 Afin d’amplifier le clone le plus approprié, une évaluation seule de la surexpression de 

la MnSOD n’est pas suffisante. En effet, l’enzyme surexprimée doit également être active. 
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Cette activité est donc évaluée dans les différents clones choisis et dans les cellules témoins 

transfectées avec le vecteur vide.  

Ainsi, les cellules MCF7 transfectées sont cultivées jusqu’à environ 90% de confluence puis 

sont lysées dans un tampon phosphate 50 mM, pH 7,8 contenant un cocktail d’inhibiteurs de 

protéases, par trois cycles de congélation et décongélation. La suspension protéique est 

récupérée après une centrifugation à 17000*g et à 4°C. 50 µg de protéines sont reprises dans 

un tampon Tris 0,050 M/Glycine 0,384 M contenant 20% de saccharose et du bleu de 

bromophénol, et sont déposées sur un gel de polyacrylamide à 8% préparé dans un tampon 

Tris/HCl 0,375 M (pH 8,8) ne contenant pas de SDS. L’électrophorèse est ensuite réalisée 

dans un tampon de migration non dénaturant, de pH 8,3 à 30 mA durant 1 heure. Selon la 

méthode décrite par Beauchamp et Fridovich (1971), le gel est ensuite plongé dans de l’eau 

distillée contenant 0,25 mg/ml de Nitrobleu de Tetrazolium pendant 20 min, puis dans du 

tampon phosphate 50 mM, pH 7,8 contenant 28 µM de Riboflavine et 417 µl/ml de TEMED 

pendant 15 min, à l’obscurité et à température ambiante (Beauchamp and Fridovich, 1971). 

Les anions superoxyde produits par le système xanthine-xanthine oxydase réduisent le 

nitrobleu de tétrazolium en bleu de formazan. La présence de bandes achromatiques révèle 

donc l’élimination d’O2
.- 

par les SOD dont l’activité est proportionnelle à l’intensité des 

bandes, quantifiée par densitomètrie sur le système Molecular Imager ChemiDoc XRS+ 

(BioRad). 

   III.6.1.2. Etablissement d’une lignée MCF7 réprimant la 

thiorédoxine 1 

 La lignée cellulaire MCF7, exprimant naturellement fortement la thiorédoxine 1 par 

rapport à la lignée MDA-MB 231 a été choisie pour établir un modèle cellulaire dans lequel 

cette expression sera altérée. Cette lignée cellulaire modifiée a été transfectée avec 4 

différentes séquences d’un vecteur shRNA anti thiorédoxine 1 d’origine commercial (Sigma). 

Les 4 vecteurs shRNA sont transfectés indépendamment l’un de l’autre. 

    III.6.1.2.1. Amplification et purification des vecteurs 

d’expression 

     III.6.1.2.1.1. Amplification des plasmides 

 Les vecteurs plasmidiques contenant les séquences shRNA dirigés contre la 

thiorédoxine ou contenant une séquence aléatoire (contrôle) ont été amplifiés selon les 
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recommandations du fournisseur (sigma). Lors de leur réception, les 4 vecteurs contenant une 

séquence shRNA anti trx1, ont déjà été transformés dans des bactéries E.coli compétentes de 

la souche GC5. Seul le vecteur shRNA contrôle doit faire l’objet d’une transformation (cf I.2.) 

avant amplification et purification. Les bactéries compétentes GC5 utilisées présentent le 

génotype suivant : F- F80lacZDM15 D(lacZYA-argF)U169 endA1 recA1 relA1 gyrA96 

hsdR17 (rk-, mk+) phoA supE44 thi-1 l–T1R. 

Les cellules sont cultivées en milieu LB contenant 100 µg/mL de carbenicilline pour 

maintenir le plasmide. 

Les séquences des shRNA dirigés contre la thiorédoxine (figure 65) sont insérées dans un 

plasmide pLKO.1-puro (figure 66) qui confère une résistance à la puromycine une fois 

transfecté dans des cellules eucaryotes de mammifères. 

 

Figure 65 : Séquence des shRNA dirigés contre la thiorédoxine 1, insérés dans le vecteur 

pLKO.1-puro. 

Afin d’amplifier les plasmides contenant un shRNA anti trx1, une petite fraction de bactéries 

congelées est placée dans 500 µL de milieu LB sans carbenicilline. La culture est ensuite 

incubée entre 15 et 30 minutes sous agitation à 37°C. 50 µL de cette culture sont ensuite 

étalés sur un milieu gélosé contenant 100 µg/mL de carbenicilline. La boîte est alors incubée à 

37°C durant une nuit. Le lendemain matin, une colonie isolée est prélevée puis placée dans 5 

mL de milieu LB/carbenicilline. La culture est ensuite incubée pour le reste de la journée à 

37°C et sous agitation. Le soir une culture de 1L de LB/carbenicilline est ensemencée à partir 

de 1 mL de la précédente culture puis incubée pendant la nuit à 37°C, sous agitation. Le 

lendemain, lorsque l’absorbance à 600 nm est égale à 2, la culture est centrifugée à 1500*g, 

pendant 20 minutes à 4°C et le culot cellulaire est congelé à -80°C jusqu’à l’étape de 

purification. Il est nécessaire de préparer un grand volume de culture avec une densité 
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bactérienne importante car le plasmide à la caractéristique d’être « low copy » c'est-à-dire 

qu’il n’est copié qu’un nombre limité de fois dans la cellule. 

Pour l’amplification du plasmide contrôle, le protocole d’amplification est identique au détail 

près qu’il commence directement par le prélèvement d’une colonie isolée à partir de la boîte 

de culture préparée après la transformation des bactéries. 

 

Figure 66 : Carte du plasmide « pLKO.1-puro » porteur d’une séquence shRNA utilisée 

pour l’inhibition de l’expression de la thiorédoxine 1. 

     III.6.1.2.1.2. Purification des plasmides 

 Les plasmides sont purifiés à l’aide d’un kit commercial (NucleoBond Xtra Maxi Plus, 

Macherey Nagel). Le plasmide ayant la particularité de n’être copié que peu de fois dans la 

cellule, il est nécessaire de réaliser une maxi préparation avec un grand nombre de bactéries. 

La purification est réalisée selon le protocole fourni par le fournisseur. Brièvement, les 

bactéries sont resuspendues et lysées à l’aide d’une série de tampons selon la méthode de lyse 

NaOH/SDS de Birnboim et Doly (Birnboim and Doly, 1979). Après équilibration de la 

colonne et du filtre NucleoBond Xtra, le lysat est filtré et chargé sur la colonne par gravité. Le 

plasmide est ainsi fixé sur la résine échangeuse d’ions en silice qui compose la colonne. Après 

différentes étapes de lavages, le plasmide est élué, précipité puis resuspendu dans un tampon 

Tris stérile. 
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La concentration en acide nucléique est ensuite estimée par spectrophotométrie dans l’UV à la 

longueur d’onde de 260 nm sachant qu’une absorbance égale à 1 équivaut à 50 µg 

d’ADN/mL. La pureté du plasmide peut également être évaluée par spectrophotométrie en 

calculant le ratio A260/A280 qui doit être compris entre 1,8 et 2 pour un plasmide 

correctement purifié. 

    III.6.1.2.2. Transfection des plasmides dans les cellules 

MCF7 

 La transfection est réalisée selon le protocole décrit dans le paragraphe III.6.1.1.1. Le 

lendemain de la transfection, la sélection antibiotique est initiée à raison de 0,5 µg/mL de 

puromycine. Le milieu supplémenté en antibiotique est alors changé quotidiennement afin 

d’éliminer les cellules mortes non transfectées. La sélection antibiotique est maintenue 

jusqu’à ce que les cellules atteignent la confluence. 

Dans le but d’évaluer la qualité de la répression de l’expression des trx1 en fonction de la 

séquence shRNA testée, un western blotting anti trx1 est réalisé (cf. Matériel et Méthode, XI). 

Ce dernier permet de choisir et d’amplifier la lignée cellulaire pour laquelle la répression de 

l’expression de trx1 est la plus forte. 

  III.6.2. Transfection transitoire 

 Afin d’évaluer si les phosphatases CDC25 sont effectivement des substrats de la 

thiorédoxine, la lignée cellulaire MCF7 est transfectée avec un plasmide « pEBG » (figure 

34) permettant l’expression d’une protéine de fusion GST couplée à un dominant négatif de la 

thiorédoxine 1. Ce dominant négatif contient une mutation de la cystéine 35 du site actif en 

sérine. Cette mutation empêche le relarguage des substrats de la trx1 après leur réduction. 

 

   III.6.2.1. Amplification et purification des vecteurs 

d’expression 

 Les plasmides (vecteur vide, vecteur contenant le cDNA de la protéine sauvage et 

vecteur codant pour la thiorédoxine 1 mutée « C35S ») ont été gracieusement donnés par le 

professeur K-S Kwon (Center for Systems Biology, Korea Research Institute of Bioscience 

and Biotechnology, Taejon, Corée) (Hwang, Ryu et al. 2004).  



Matériel et Méthodes 

131 
 

Les plasmides, porteur d’un gène de résistance à l’ampicilline, sont transformés dans des 

bactéries compétentes E. coli de la souche DH5α selon le protocole exposé dans le chapitre 

I.2. Le génotype de ces bactéries est le suivant : fhuA2 Δ(argF-lacZ)U169 phoA glnV44 Φ80 

Δ(lacZ)M15 gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-1 hsdR17. Pour chaque vecteur, une pré-culture 

bactérienne de 5 mL dans du LB contenant 50 µg/mL d’ampicilline (LB amp) est ensemencée 

à partir d’un clone précédemment obtenu lors de la transformation. Cette culture est incubée 

pendant 8 h à 37°C sous agitation puis 40 µL de suspension bactérienne sont utilisés pour 

ensemencer une culture de 40 mL dans du milieu LBamp. Après une nuit d’incubation, 

lorsque l’absorbance à 600 nm est égale à 2, la culture est centrifugée à froid, à 1500*g 

pendant 20 min.  

Le culot est ensuite utilisé pour réaliser une purification du plasmide à l’aide d’un kit 

commercial de « midi-préparation » (Sigma). La purification est réalisée selon le protocole du 

fournisseur dont le principe est identique à celui exposé dans le paragraphe III.6.1.2.1.2. 

 

Figure 67: Carte du plasmide « pEBG » permettant l’expression d’une protéine de 

fusion couplée à la GST. 

   III.6.2.2. Protocole de transfection transitoire 

 Le protocole utilisé pour la transfection transitoire des cellules MCF7 est identique à 

celui de la transfection stable à l’exception près que la totalité des cellules (transfectées ou 
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non) sont récupérées ou traitées (par une molécule d’intérêt pour l’étude) 24h après la 

transfection. Il n’y a pas de sélection antibiotique comme lors de la transfection stable.  

   III.6.2.3. Evaluation de l’efficacité de la transfection 

 L’efficacité de la transfection est évaluée par un western blotting (cf IX) anti trx1 après 

une électrophorèse (SDS-PAGE) en condition dénaturante et réductrice. Lors d’une 

transfection réussie, deux bandes doivent apparaître, une correspondant à la trx1 et une autre 

correspondant à la protéine de fusion GST-trx sauvage ou GST-trx mutée C35S.  

   III.6.2.4. Mise en évidence de l’interaction trx1-CDC25  

 L’ensemble de la préparation est réalisé à froid. 5 M de cellules ayant subit le protocol 

de transfection sont rassemblées et lysées dans 400 µL de tampon de lyse [10 mM Tris-HCl 

pH7.4, 100 mM NaCl, 1mM EDTA, 1mM EGTA, 0,10% SDS, 0,5% Deoxycholate, 1% 

Triton X-100, 10% Glycérol]. La suspension cellulaire est incubée pendant 30 min dans de la 

glace avant d’être soniquée pendant 10s (VibraCell, Fisher Bioblock Scientific). Elle est 

ensuite centrifugée à froid, à 12000*g, pendant 15 min. Puis, afin d’isoler les adduits formés à 

partir de la protéine de fusion « GST/trx1 mutée C35S » une purification par chromatographie 

d’affinité sur un gel d’agarose-GSH (Sigma) est réalisée en microtube. Le surnageant est donc 

incubé pendant une nuit sur une colonne de gel de GSH-agarose préalablement équilibrée 

avec du PBS 1X. Après lavage de la colonne avec 3 volumes de PBS 1X, la protéine de fusion 

est éluée par addition de 3 * 500 µL de glutathion à la concentration de 20 mM dans du PBS 

1X. Afin de concentrer les protéines de fusion purifiées, celles-ci sont précipitées par ajout de 

250 µL de PCA (acide perchlorique) à 60 %. La suspension est centrifugée à froid à 12000*g, 

pendant 15 min puis l’acide est éliminé. Les culots sont alors resuspendus dans 100 µL de 

tampon Laemmli avant d’être soumis à une électrophorèse SDS page (Cf. Matériel et 

Méthode, XI). Un western blotting anti CDC25A, B et C est réalisé pour mettre en évidence 

une éventuelle interaction entre trx1 et les phosphatases CDC25 (Cf. Matériel et Méthode, 

XI). En effet, si une telle interaction a lieu des CDC25 auront été purifiées avec la protéine de 

fusion GST-trx1 mutée C35S. Un western blotting anti trx1 et anti GST est réalisé en paralèlle 

pour contrôler l’efficacité de la purification. 
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IV. EVALUATION DE LA VIABILITE CELLULAIRE 

 L’évaluation de la viabilité cellulaire est réalisée par cytométrie en flux. Deux sondes 

fluorescentes, le H2DCFDA (2’,7’dichlorodihydrofluorescéine diacétate) et l’IP (iodure de 

propidium) sont utilisées (Ross et al., 1989). Le H2DCFDA permet d’identifier les cellules 

vivantes et l’IP, les cellules mortes. En effet, les membranes intactes des cellules vivantes sont 

perméables au H2DCFDA mais pas à l’IP. Une fois entré dans les cellules vivantes, le 

H2DCFDA est transformé en DCF (2’7’dichlorofluorescéine) qui fluoresce dans le vert. La 

membrane plasmique altérée des cellules mortes permet la pénétration de l’IP qui s’intercale 

alors dans l’ADN et émet une fluorescence rouge. La 2’7’dichlorofluorescéine quand à elle, 

diffuse au travers des membranes altérées hors des cellules mortes.  

Après avoir été ensemencées en plaque de 6 puits et traitées, les cellules sont incubées 

pendant 15 min avec 50 µM de H2DCFDA avant d’être récupérées, centrifugées (500*g, 5 

min à 4°C) et lavées avec du PBS 1X (4°C). Elles sont ensuite resuspendues et incubées 15 

minutes dans 500 µL d’une solution d’iodure de propidium à la concentration de 75 µM dans 

du PBS 1X avant d’être analysées sur FACScalibur (BD Bioscience) (FL-1 ; FL-3). 

V. EVALUATION DE LA QUANTITE RELATIVE D’ERO INTRACELLULAIRES 

 L’évaluation de la quantité relative d’ERO intracellulaires est réalisée par cytométrie 

en flux avec le H2DCFDA comme sonde (LeBel et al., 1992). Ce dernier entre dans les 

cellules où il est déacétylé par des estérases intracellulaires en un composé polaire et non 

fluorescent qui en présence d’ERO, et notamment de peroxyde d’hydrogène, est rapidement 

oxydé en DCF qui émet une fluorescence verte. 

24 h après avoir été ensemencées en plaque de 6 puits, les cellules sont incubées pendant 15 

min avec 50 µM de H2DCFDA avant d’être traitées. L’ensemble des cellules flottantes et 

adhérentes est récupéré après le traitement et la suspension cellulaire est centrifugée (500*g, 5 

min à 4°C). Le culot est lavé deux fois avec 1 mL de PBS (4°C) avant d’être de nouveau 

resuspendu dans 500 µL de PBS 1X (4°C) pour l’analyse sur FACScalibur (BD Bioscience) 

(FL-1 green). 
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VI. ACTIVITE THIOREDOXINE REDUCTASE 

 VI.1. Préparation des échantillons 

 L’ensemble de la préparation est réalisé à froid. Après traitement, des culots cellulaires 

sont préparés à partir de 5 boîtes de Pétri correspondant aux mêmes conditions de traitement. 

Ces culots sont resuspendus dans 700 µL de tampon phosphate 0,1M [K2HPO4, H2KO4P], 

pH7. Les suspensions cellulaires sont soniquées 3 fois pendant 10s (VibraCell, Fisher 

Bioblock Scientific) puis centrifugées à 12000*g, à 4°C, pendant 15 min. Les surnageants sont 

utilisés pour réaliser les activités enzymatiques. 

 VI.2. Mesure 

 La mesure de l’activité thiorédoxine réductase est basée sur la réduction, dépendante 

de NADPH, du DTNB (acide 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoïque) en deux molécules de TNB 

(acide 5-thio-2-nitrobenzoïque) qui absorbe à 412 nm (ε = 13600M
-1

.cm
-1

) (Holmgren, 1977; 

Arner et al., 1995).  

La réaction est réalisée à 25°C, en présence de tampon T [0,1M tampon phosphate, pH7.4; 2 

mM EDTA], de 0,2 mM de NADPH,H
+
 et de 3 mM de DTNB.  

Le DTNB pouvant réagir de façon non spécifique avec des groupements thiols (-SH) 

protéiques libres pour former un disulfide mixte et une molécule de TNB
2-

, ces réactions 

indépendantes de l’activité trxR sont évaluées par spectrophotométrie à 412 nm en absence de 

NADPH, H
+
. L’activité trxR est estimée par différence entre le signal obtenu en présence de 

NADPH, H
+ 

et le signal dû aux réactions non enzymatiques, en absence de NADPH, H
+
. 

Les mesures sont réalisées en cinétique pendant 4 min sur un spectrophotomètre (Uvikon 

941). 

VII. MESURE DE L’ETAT D’OXYDATION INTRACELLULAIRE DE LA 

THIOREDOXINE 1 

 VII.1. Préparation des échantillons 

 La mesure de l’état d’oxydation de la thiorédoxine 1 dans les cellules est réalisée 

d’après la méthode de Watson (Watson, Pohl et al., 2003). Les groupements thiol portés par 

les cystéines des thiorédoxines sous forme réduites sont carboxyméthylés par réaction avec 

l’acide iodoacétique. La charge globale de la protéine devient ainsi négative, permettant aux 
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thiorédoxines réduites de migrer plus facilement que les thiorédoxines oxydées sur un gel 

d’électrophorèse non dénaturant et non réducteur. 

Après traitement, des culots cellulaires contenant 5 M de cellules sont resuspendus dans 200 

µL d’un tampon de lyse [6 mol/L Guanidine hydrochloride, 50 mM Tris/HCl pH8.3, 3 

mmol/L EDTA, 0.5% Triton-X-100 et 1mM PMSF] contenant 50 mM d’acide iodoacétique. 

Après une incubation de 30 min à 37°C dans le noir, les échantillons sont brièvement 

soniqués et l’excès d’acide iodoacétique est éliminé par passage des échantillons sur des 

colonnes Microspin G25 (GE Healthcare). L’éluat est conservé au congélateur -20°C. 

 VII.2. Electrophorèse en gel de polyacrylamide non dénaturant, non 

réducteur 

 Les échantillons sont soumis à une électrophorèse en conditions non dénaturante et 

non réductrice. Les protéines sont donc séparées dans un état proche de leur état natif. 

Les groupements –SH des cystéines C32/C35 et C62/C69 des thiorédoxines 1 sont 

carboxyméthylés. Les trx1 réduites vont ainsi porter des charges négatives qui vont faciliter 

leur migration par rapport aux trx1 oxydées. Deux états d’oxydation des trx1 peuvent ainsi 

être observés, une oxydation partielle qui correspond à l’oxydation des dithiols du site actif en 

C32/C35 et une oxydation totale qui correspond à l’oxydation des deux dithiols C32/C35 et 

C62/C69. Les thiorédoxines totalement oxydées migreront moins rapidement que celles 

partiellement oxydées. 

Le gel d’électrophorèse est composé d’un gel de concentration pH6.8 [5% 

Acryl/Bisacrylamide, 125 mM Tris HCl, 5% glycérol, 0,0625% TEMED, 0,125% 

Ammonium persulfate] superposé à un gel de séparation pH8.8 [14% Acryl/Bisacrylamide, 

375 mM Tris-HCl, 5% glycérol, 0,0625% TEMED, 0,125% Ammonium persulfate]. 

Pour la migration des échantillons, un volume d’éluat est ajouté à un volume de tampon de 

charge [0,1 M Tris HCl, 50% Glycérol, 0,05% bleu de bromophénol]. 

Le système Mini-Protean Tetra Electrophoresis System de Biorad est utilisé pour réaliser 

l’électrophorèse. La migration est réalisée à température ambiante dans un champ électrique 

de 150 Volts en présence de tampon de migration [192 mM Glycine, 25 mM Tris]. 

 VII.3. Immunodétection de la trx1 

 Une fois la migration électrophorétique terminée, les protéines sont transférées sur une 

membrane de nitrocellulose par électrotransfert. La membrane et le gel sont préalablement 
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équilibrés pendant 15 min dans du tampon de transfert pH8 [12,5 mM Tris, 0,1 M Glycine, 

10% Méthanol]. Le transfert est ensuite réalisé en condition immergée dans du tampon de 

transfert, pendant 2 h, sous une tension de 25 Volts, avec le système Xcell SureLock™ Mini 

Cell de Invitrogen. 

La membrane est ensuite incubée pendant 10 min dans de l’acide acétique à 5% puis séchée à 

l’air libre pendant 2 min de façon à fixer les protéines qui, n’ayant pas été dénaturées, 

pourraient avoir tendance à diffuser dans le tampon de dilution de l’anticorps. 

La membrane est ensuite saturée en protéines dans une solution de saturation composée de 

TBST (tris buffer salin-Tween) pH7.6 [20 mM Tris, 136,8 mM NaCl, 0,1% Tween-20] et de 

5% de lait concentré. Après trois lavages de 5 min avec du tampon TBST, la membrane est 

incubée pendant une nuit en présence d’un anticorps primaire dirigés contre la trx1 (Trx FL-

105, sc-20146, Santa Cruz). Cet anticorps a été préparé chez le lapin et est dilué au 1/1000
e
 

dans une solution commerciale qui permet l’amplification du signal (Signalboost, solution 1, 

Merck). Après trois lavages de 5 min avec du tampon TBST, la membrane est incubée 

pendant 1 h en présence d’un anticorps secondaire (goat anti-rabbit IgG, Santa Cruz) dirigé 

contre l’anticorps primaire, diluée au 1/7500
e
 dans une solution commerciale qui permet 

l’amplification du signal (Signalboost, solution 2, Merck). L’anticorps secondaire porte une 

activité de peroxydase de raifort. Après trois lavages de 5 min dans du tampon TBST, la 

membrane est incubée quelques secondes dans du PBS 1 X. 

La révélation est réalisée par chimiluminescence en utilisant une solution stable de peroxyde 

et une solution de Luminol hypersensible (Immun-Star HRP Chemiluminescence, Biorad). La 

luminescence produite est détectée et quantifiée par ECL en utilisant le système Molecular 

Imager ChemiDoc XRS+ (Biorad).  

VIII. DOSAGE DU CONTENU INTRACELLULAIRE EN GLUTATHION REDUIT 

 L’analyse du contenu intracellulaire en GSH est réalisée selon une méthode adaptée de 

Lenton et al. qui utilise une technique de CLHP (chromatographie liquide haute performance) 

(Thermo Fischer), couplée à un dispositif de réaction post-colonne et à une détection 

fluorométrique (Lenton et al., 1999). Le processus chromatographique mis en œuvre est de 

type partage à polarité de phase inversée.  

L’analyse est réalisée sur une colonne d’interaction hydrophobe (C18, Thermo Hypersil, 

Thermo Fischer), thermostatée à 60°C, dans un four à colonne (modèle 7990, 

JonesChromatography). La phase mobile est constituée de tampon phosphate de potassium 

http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/Products-and-Services/Applications/Protein-Expression-and-Analysis/Protein-Gel-Electrophoresis/1D-Electrophoresis/Xcell-SureLock-Mini-Cell.html
http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/Products-and-Services/Applications/Protein-Expression-and-Analysis/Protein-Gel-Electrophoresis/1D-Electrophoresis/Xcell-SureLock-Mini-Cell.html
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(KH2PO 4 / H3PO4 ; pH 3) à 50 mM et éluée à 1 mL/min. La détection de GSH est obtenue 

par réaction avec de l’OPA (ortho-phtalaldéhyde) (Sigma) dans le dispositif post-colonne. La 

réaction chimique de dérivatisation est une condensation de l’OPA avec la fonction thiol et 

l’amine primaire du GSH. Cette condensation forme une espèce détectable en fluorescence à 

340 nm d’excitation et 425 nm d’émission. La réaction post-colonne se déroule à 60°C dans 

du tampon phosphate de potassium (K2HPO4 / K3PO4 ; pH 12) à 200 mM, contenant 200 mM 

d’OPA. La détection de GSH est obtenue à l’aide d’un spectrofluorimètre (FP-920 Intelligent 

Fluorescence Detector, Jasco). L’acquisition des données et l’analyse des spectres sont 

réalisées par un dispositif informatique de capture et d’intégration (Azur, Datalys, Thermo 

Fischer).  

Le contenu en GSH est déduit d’une gamme de concentrations de GSH (Sigma) comprises 

entre 0 à 651 µM. Les solutions sont préparées dans de l’acide perchlorique 10% (v/v) et 

conservées dans la glace pour éviter toute oxydation du GSH. 5 mg de GSH sont dilués dans 

une fiole jaugée de 50 mL, puis cette solution est elle-même diluée au 1/10
e 

dans des fioles 

jaugées de 5 mL de manière à avoir les solutions correspondantes aux points de la gamme 

étalon.  

Les concentrations en GSH sont rapportées aux quantités de protéines présentes dans chaque 

échantillon. Les protéines sont dosées selon une méthode de Lowry modifiée (Zakim) (Cf. 

Matériel et Méthodes XIV). 

IX. ANALYSE DU CYCLE CELLULAIRE 

 Le cycle cellulaire correspond à la succession des phases G0-G1, S, G2 et M. 

L’analyse du contenu en ADN des cellules permet de déterminer la répartition des cellules 

dans les différentes phases du cycle cellulaire. Trois types de populations cellulaires peuvent 

être identifiés : les cellules en phases G0 et G1 qui sont au stade diploïde (2n chromosomes), 

les cellules en phase G2 et M qui sont au stade tétraploïde (4n chromosomes) et les cellules en 

phase S qui ont un contenu intermédiaire en ADN. 

La mesure du contenu en ADN est réalisée par cytométrie en flux après marquage 

stœchiométrique par l’iodure de propidium (Lacombe and Belloc, 1996). Afin que l’iodure de 

propidium ne marque pas les simples brins de l’ARN, la manipulation nécessite l’ajout de 

RNAse A. 

Après avoir été ensemencées en plaque de 6 puits et traitées, les cellules flottantes et 

adhérentes sont récupérées et lavées avec 1 mL de PBS 1X (4°C). Elles sont ensuite fixées 
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dans de l’éthanol à 70 % pendant au moins 45 minutes à -20°C. L’éthanol est ensuite éliminé 

par centrifugation (500*g, 5 min à 4°C) et les cellules sont lavées une fois avec 1 mL de PBS 

1X (4°C). Elles sont ensuite resuspendues dans 500 µL de solution de marquage [50 µg/mL 

IP, 0,1% RNAse A, 0,1 % Triton X-100]. Après 15 minutes d’incubation à l’obscurité, 

l’analyse est réalisée sur FACScalibur (BD Bioscience) (FL-3) et les résultats sont analysés à 

l’aide du logiciel Mod FIT 
LT

 (Verity Software). 

X. IMMUNOFLUORESCENCE : DETECTION DES FOYERS Γ-H2AX 

Les cellules sont ensemencées sur lamelle de verre en plaque de 6 puits (surface 

individuelle de 9,6 cm²) à une densité de 0,2.10
6
 cellules/puits. Au bout de 24 h, les cellules 

ont adhérées sur les lamelles. Le milieu de culture est alors remplacé par le traitement (Cf. 

Matériel et Méthodes III.5). A la fin du temps de traitement, le milieu de culture est éliminé 

par aspiration. Les cellules sont lavées trois fois pendant 5 min dans du PBS 1X froid avant 

d’être fixées pendant 15 min à température ambiante dans une solution de 4% de 

formaldéhyde préparée dans du PBS 1X. Après trois lavages supplémentaires, les cellules 

sont perméabilisées et bloquées pendant 30 min à température ambiante grâce à une solution 

contenant 0,1% de Triton X-100 et 3% d’albumine sérique bovine dans du PBS 1X. Les 

lamelles sont alors mises en contact avec l’anticorps primaire anti-γ-H2AX (monoclonal, 

souris, clone JBW301, Upstate/Millipore) dilué au 1/500 pendant une nuit à 4°C. Les lamelles 

sont à nouveau lavées trois fois avec du PBS 1X, puis incubées pendant 1 h à température 

ambiante et à l’obscurité avec un anticorps secondaire anti-IgG de souris l’AlexaFluor 594 

(1/500, fluorescence rouge, Molecular Probes). Les cellules sont lavées une fois dans du PBS 

1X puis l’ADN des cellules est marqué en présence de 50 µg/mL de 4’,6-diamidino-2-

phénylindole (DAPI, fluorescence bleue, Sigma-Aldrich) pendant 5 min. Finalement, les 

cellules sont lavées trois fois avec du PBS 1X et les lamelles sont montées sur lames 

histologiques dans du milieu de montage PermaFluor (Immunon) et les cellules sont 

visualisées à l’aide d’un microscope à fluorescence Nikon Eclipse 80i (Nikon). 

XI. ETUDE DE L’EXPRESSION DES PROTEINES PAR WESTERN BLOTTING  

 XI.1. Préparation des échantillons 

 L’ensemble de la préparation est réalisé à froid. Après traitement, des culots cellulaires 

contenant 1 M de cellules sont resuspendus dans 100 µL d’un tampon de lyse enrichi en 
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inhibiteurs de phosphatases [10 mM Tris-HCl pH7.4, 100 mM NaCl, 1mM EDTA, 1mM 

EGTA, 1 mM NaF, 20 mM Na4P2O7, 2 mM Na3VO4, 0,10% SDS, 0,5% Deoxycholate, 1% 

Triton X-100, 10% Glycérol]. Les suspensions cellulaires sont incubées pendant 30 min dans 

de la glace avant d’être soniquées pendant 10s (VibraCell, Fisher Bioblock Scientific). Elles 

sont ensuite centrifugées à froid à 12000*g, pendant 15 min. Les surnageants sont utilisés 

pour déterminer la concentration en protéines et réaliser un western blotting. 

 XI.2. Electrophorèse en gel dénaturant de polyacrylamide, SDS-Page 

 La technique du gel d'électrophorèse en condition dénaturante a été décrite par Ulrich 

Laemmli en 1970 (Laemmli, 1970). 

L’électrophorèse en gel de polyacrylamide (PAGE) est réalisée en condition dénaturante 

grâce à la présence de SDS (sodium dodécyl sulfate).  

A 1 volume d’éluat, contenant de 20 à 40 µg de protéines est ajouté un volume de tampon de 

dénaturation [62 mM Tris-HCl pH6.8, 10% Glycérol, 100 mM DTT, 2% SDS, 0,002% Bleu 

de Bromophénol]. Le DTT (dithiothréitol) présent dans le tampon de dénaturation permet de 

réduire les ponts disulfures de façon à ce que les protéines migrent sous forme monomérique. 

Si l’électrophorèse doit être réalisée en condition non réductrice, un tampon ne contenant pas 

de DTT sera utilisé. La solution est très brièvement centrifugée avant et après chauffage 

pendant 5 min à 100°C. Les échantillons ainsi que des marqueurs de taille sont ensuite 

déposés sur le gel. Les protéines sont tout d’abord condensées dans un gel de concentration 

pH6.8 [5% Acryl/Bisacrylamide, 125 mM Tris-HCl, 5% glycérol, 0,2% SDS, 0,0625% 

TEMED, 0,125% Ammonium persulfate] puis séparées dans un gel de séparation pH8.8 [8, 

12, 14% Acryl/Bisacrylamide (selon les protéines étudiées, cf légendes des figures), 375 mM 

Tris-HCl, 5% glycérol, 0,0625% TEMED, 0,125% Ammonium persulfate]. 

Le système Mini-Protean Tetra Electrophoresis System (Biorad) est utilisé pour réaliser 

l’électrophorèse. La migration est réalisée à température ambiante dans un champ électrique 

de 150 Volts en présence de tampon de migration [192 mM Glycine, 25 mM Tris, 0,1% SDS]. 

Après migration le gel est utilisé pour réaliser un western blotting.  

 XI.3. Immunodétection des protéines d’intérêts 

 Une fois la migration électrophorétique terminée, les protéines sont transférées sur une 

membrane de nitrocellulose par électrotransfert. La membrane et le gel sont préalablement 

équilibrés pendant 15 min dans du tampon de transfert pH8 [12,5 mM Tris, 0,1 M Glycine, 
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10% Méthanol]. Le transfert est ensuite réalisé en condition immergée dans du tampon de 

transfert, pendant 1 h, sous une tension de 25 Volts, avec le système Xcell SureLock™ Mini 

Cell de Invitrogen. Lorsque le transfert est terminé, la membrane est colorée au rouge 

ponceau afin de vérifier la qualité du transfert et d’établir un contrôle de dépôt.  

La membrane est saturée en protéines dans une solution de saturation composée de TBST 

pH7.6 [20 mM Tris, 136,8 mM NaCl, 0,1% Tween-20] et de 5% de lait concentré. Après trois 

lavages de 5 min avec du tampon TBST, la membrane est incubée pendant une nuit en 

présence de l’anticorps primaire d’intérêt. Les caractéristiques de ces anticorps sont données 

dans la figure 68 Après trois lavages de 5 min avec du tampon TBST, la membrane est 

incubée pendant 1 h en présence d’un anticorps secondaire (goat anti-rabbit IgG, Santa Cruz 

ou anti-mouse IgG, Merck) dirigé contre l’anticorps primaire, diluée au 1/7500
e
 dans du 

TBST. L’anticorps secondaire porte une activité de peroxydase de raifort. Après trois lavages 

de 5 min dans du tampon TBST, la membrane est incubée quelques secondes dans du PBS 

1X. 

La révélation est réalisée par chimiluminescence en utilisant une solution stable de peroxyde 

et une solution de Luminol (Western Blotting Luminol Reagent, Santa cruz). La luminescence 

produite est détectée et quantifiée par ECL en utilisant un system Molecular Imager 

ChemiDoc XRS+ (Biorad). 

 

Anticorps 

Poids 

Moléculaire 

(kDa) 

Type d'anticorps Dilution Fournisseur 

PCDK1 34  Lapin 1/1000 

Santa Cruz 

PCDK2 34  Lapin 1/1000 

CDK1 34  Lapin 1/1000 

CDK2 34  Souris 1/500 

CDC25A 67  Souris 1/150 

CDC25B 65 Lapin 1/200 

CDC25C 53/46 Lapin 1/500 

trx1 12 Lapin 1/1000 

trxR1 57 Souris 1/1000 

MnSOD 80 Lapin 1/5000 Lab Frontier 

 

Figure 68: Caractéristiques des anticorps primaires utilisés. 

http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/Products-and-Services/Applications/Protein-Expression-and-Analysis/Protein-Gel-Electrophoresis/1D-Electrophoresis/Xcell-SureLock-Mini-Cell.html
http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/Products-and-Services/Applications/Protein-Expression-and-Analysis/Protein-Gel-Electrophoresis/1D-Electrophoresis/Xcell-SureLock-Mini-Cell.html
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XII. EVALUATION DE L’ACTIVITE CDC25 DANS LES CELLULES 

 La mesure de l’activité CDC25 dans les cellules MCF7 consiste à évaluer le niveau de 

phosphorylation de leurs substrats naturels, les CDK : CDK2 pour l’activité CDC25A et 

CDK1 pour les activités CDC25B et C. 

Cette évaluation est réalisée par western blotting (cf IX). Les taux de phosphorylation de 

CDK1 et CDK2 sont déterminés par le calcul du ratio de la densité du signal obtenu pour les 

PCDK sur la densité du signal obtenu pour les CDK. Le taux de phosphorylation obtenu dans 

les cellules traitées sera rapporté à celui obtenu pour les cellules témoins. 

XIII. DOSAGE DES PROTEINES TOTALES 

 La concentration de protéines dans les extraits cellulaires est estimée d’après la 

méthode de Lowry par comparaison à une gamme de concentrations comprises entre 0 et 25 

µg/mL, obtenue par dilution d’une solution de SAB (sérum albumine bovine). L’absorbance 

est mesurée à 660 nm. La qualité des dosages est contrôlée en vérifiant, pour chaque série, la 

concentration d’un standard contenant une solution protéique de concentration connue et traité 

en parallèle aux échantillons à mesurer (Lowry et al., 1951). 

XIV. DOSAGE DES PROTEINES SELON LA METHODE DE LOWRY MODIFIEE 

(ZAKIM) 

 Les concentrations de glutathion dans les échantillons cellulaires sont rapportées à la 

concentration de protéines du culot cellulaire précipité par une solution d’acide perchlorique 

10 %. Le dosage de ces protéines utilise la méthode de Lowry et al mais nécessite au 

préalable une basification du culot protéique par solubilisation de celui-ci dans un volume de 

NaOH 1 M. La gamme d’étalonnage est préparée par précipitation de la SAB par de l’acide 

perchlorique (10 % m/v) puis solubilisation dans NaOH 1 M. L’absorbance est mesurée à 740 

nm. 

XV. ANALYSES STATISTIQUES 

 Les analyses statistiques de résultats sont données pour des expériences réalisées au 

moins trois fois de manière indépendante. Les résultats sont présentés comme une moyenne ± 

écart type et analysés par un test « t de Student » pour déterminer la significativité statistique 
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de ces résultats. Les données sont considérées comme significativement différentes pour des 

valeurs de p inférieures à 0,05. 
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