
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                     

                                                         

Faculté des Sciences 

Laboratoire de Virologie et d’Immunologie 

Julie Horion 

Thèse présentée en vue de l’obtention du grade de     

Docteur en Sciences 

Année académique 2007-2008 

Modulation de l’activation du  

facteur de transcription NF-κB par un  

inhibiteur d’histone désacétylases 



  

TABLE  DES MATIERES 
 

RESUME………………………………………………………………………….........   1 

LISTE DES ABREVIATIONS …………………………………………………. ..   2 

INTRODUCTION …………………………………………………………………. ..   5 

1. Généralités…………………………………………………………………………   5 
 
2. La chromatine………………………………………………………….…….......   5 
 2.1. Organisation chromatinienne……………………………………………....…   5 
 2.2. Code des histones…………………………………………………………...….   6 
 2.3. Interdépendance de modifications épigénétiques des histones……….….. ..   7 
 
3. Phosphorylation des histones…………………………………………………   8 
 
4. Acétylation/désatélysation des histones………………………………..…..   8 
 4.1. Roles de l’acétylation des histones………………………………………......   9 
 4.2. Dynamisme de la chromatine….………………………………………...........  10 
 4.3. Complexes multiprotéiques. ….…………………………………….............  11 
 4.4. Acétylation des protéines non-histoniques….………………………………  12 
 
5. HDACs……………………………………………………………………………..  13 
 5.1. Description des HDACs….………………………………………....................  13 
  5.1.1. Classification………………………………………………………….....  13
  5.1.2. Localisation…………………………………………………………..….  14
 5.2. Mécanisme d’action des HDACs….…………………………….....................  15 
 5.3. Régulation des activités des HDACs….…………………………...................  15 
 
6. Inhibiteurs des HDACs (HDACi)………………………………...…………   16
 6.1. Description des HDACi….……………………………………….................…  16 
 6.2. Mécanisme d’inhibition des HDACi….…………………………...................  17 
 6.3. «Pas de généralités »….…………………………………………......................  18 
 6.4. Effets des HDACi sur les processus cellulaires – Importance en 

   cancérologie………………………………………………………………….  19 
   6.4.1. Voies cellulaires anti-tumorales induites par les HDACi…………..  19
    6.4.1.1. Arrêt du cycle cellulaire………………………………………....  19
    6.4.1.2. Différenciation………………………………………………….. ..  20
    6.4.1.3. Apoptose………………………………………………………....  20
    6.4.1.4. Angiogénèse…………..………………………………………....  21 
    6.4.1.5. Migration cellulaire………….…………………………………...  21 
   6.4.2. Spécificité des cellules tumorales…………………………………...  22 
 

7. Le facteur de transcription NF-κκκκB……………………………...………….   23 



  

 7.1. Généralités…………….……………………………………….............………  23 
 7.2. Inducteurs du NF-κB…….……………………………………….....................  24 
 7.3. Gènes sous le contrôle du NF-κB…….…………………………....................  24 
 7.4. Les protéines NF-κB/Rel…….………………………………...............……...  25 
 7.5. Les protéines IκB…….……………………………………….............………..  26 
 7.6. Complexe IKK (IκB Kinase)…….………………………………...................  27 
  7.6.1. Structure des IKKs……………………………………………………...  28 
  7.6.2. Activités des IKKs……………………………………………………….  29
   7.6.2.1. Rôle d’IKKβ………………………………….………………..........  30
   7.6.2.2. Rôle d’IKKα………………………………….………………..........  30
   7.6.2.3. Rôle de NEMO………………………………….…………………..  31
 7.7. Mécanisme d’activation du NF-κB …….…………………………................  32 
  7.7.1. Voie classique ou « canonique » d’activation du NF-κB……………….  32
   7.7.1.1. Activation du NF-ĸB par le TNFα……………….………………….. ..  33
   7.7.1.2. Activation du NF-ĸB par l’IL-1β……………….………………........ ..  34
   7.7.1.3. Activation du NF-ĸB par le PMA……………….………………...... ..  35
  7.7.2. Voie alternative d’activation du NF-κB……………………….…...........  35
  7.7.3. Voies atypiques d’activation du NF-κB induites par un stress  

oxydant …………………………………………………………………..  36 
7.8. Modifications post-traductionnelles du NF-κB .…….…………..…… …….  38 

  7.8.1. Phosphorylation de p65………………………………………………….  39
  7.8.2. Acétylation de p65…………………………………………….…............  40 
 

OBJECTIFS…………………………………………………………………………..  41 

RESULTATS………………………………………………………………………….  43 

PREMIERE PARTIE  : EFFET DE LA TSA SUR DIFFERENTES VOIES DE 
SIGNALISATION  DU NF-κκκκB………………………………….……………………  44 

1. Introduction ………………………………………………………………………  44 

2. Voie canonique.......................................................................................................  44
 2.1. Activation du NF-κB…………………………………………………………..  45 

2.1.1. Induction par le TNFα..............................................................................  45 
  2.1.2. Induction par l’IL-1β.................................................................................  45 
  2.1.3. Induction par le PMA................................................................................  46 
 2.2. Activation du complexe IKK………………………………………………….  47 
  2.2.1. Induction par le TNFα..............................................................................  47 
  2.2.2. Induction par l’IL-1β.................................................................................  47 
  2.2.3. Induction par le PMA................................................................................  48 
 2.3. Effet de la TSA sur l’activité de phosphatases………………………………  48 
 2.4. Activité transcriptionnelle du NF-κB…………………………………………  50 
 
3. Effet de la TSA seule sur l’activation du NF-κκκκB………………………...  50 
 

4. Voie alternative induite par la LTββββ…………………………………………  51 



  

 
5. Voie atypique induite par le H2O2……….………………..…………………  51 
 
6. Voie alternative induite par le PV…...………………………………………  52 
 6.1. Activation du NF-κB……………………………………………………………  52 
 6.2. Phosphorylation d’IκBα……...………………………………………………..  53 
 6.3. Activité du complexe IKK……………………………………………………..  54 
 6.4. Liaison du NF-κB au niveau du promoteur iκbα………...………………….  55 
 

7. Conclusion de l’influence de la TSA sur la signalisation du NF-κκκκB.  56 
 

DEUXIEME  PARTIE  : EFFET DE LA TSA SUR LES MÉCANISMES 
MOLÉCULAIRE S EPIGÉNÉTIQUES  INTERVENANT  SUITE  A UNE STIMULATION 
AU PV – COMPARAISON  AVEC LE TNFαααα……...……………………………..  57 

1. Introduction ……………………………………………………………………….  57 
 
2. IκBα ……………………….……………………………………………………….  57 
 2.1. ARN d’IκBα………………………………….…………………………………  57 
 2.2. Activité transriptionnelle du NF-κB…………………..……………………..  58 

2.3. Modifications épigénétiques du promoteur iκbα……………………..…….  59 
2.4. Effet de la TSA seule sur le promoteur iκbα………………………………  60 
2.5. Voie des MAPK………………………………………...………………………  61 
2.6. Potentiel transactivateur de p65………………………………………………  62 
2.7. Conclusions………………………………………..……………………………  63 
 

3. IL8……………………….………………………………………………………..….  65 
 3.1. ARN de l’IL8………………………...……….………………………………….  65 
 3.2. Activité transriptionnelle du NF-κB…………………..………………………  65 

3.3. Conclusions…………………………………..………………………………….  65 
 

4. ICAM1…………………………………………………………………………..….  66 
 4.1. ARN d’ICAM1……………………...……….………………….………………  66 
 4.2. Activité transriptionnelle du NF-ĸB…………………..……………………...  66 

4.3. Modifications épigénétiques du promoteur icam-1……………....……..….  67 
4.4 Conclusions…………………………………..…………………………………  68 
 

PUBLICATION ……………………………………………………………………... 70 
 

DISCUSSION-PERSPECTIVES………………………………………………..   71 

1. Voie classique…………………………………………………………………..…  72 
 
2. Voie alternative……………………………………………………………. .……  74 



  

 
3. Activation par le H2O2………………………………………………………….  75 
 
4. Activation par le PV…………………………………………………………….  76 
 
5. Modifications épigénétiques au niveau des promoteurs iκbα et icam-1-
Comparaison en PV et TNFα…………………………………………….............  77 

 5.1. Promoteur iκbα………………………………….………………..………..  77 
 5.2. Promoteur icam-1……………………………….………………..………..  81 
 

MATERIELS & METHODES ………………………………………………….   84 

1. Lignées cellulaires……………………..…………………………………………  84 
 
2. Produits chimiques………………………………………………………………  84 
 
3. Anticorps……………………………………………………………………...……  84 
 
4. Plasmides……………………………………………………………………...……  85 
 
5. Transfection transitoire et test luciferase……………...……………...……  85 
 
6. Extraction de protéines cytoplasmiques et nucléaires………………….  85 
 
7. Western blot et EMSA……………………………...……………………...…...  86 
 
8. Immunoprécipitation d’I κBα………………..…………………………...…..  86 
 
9. Immunoprécipitation du complexe IKK et test in vitro d’activité kinase 
des IKKs………………………………………………………………………………..  86 
 
10. Extraction de protéines totales pour phospho-western blot………….  87 
 
11. Test d’activité phosphatase à sérine/thréonine……………………....…..  87 
 
12. RT-PCR quantitative en temps réel………..…………………………...…..  87 
 
13. Test de protection à la ribonuclease (RPA)……………………………….  88 
 
14. Test d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP)…..………...…..  88 

BIBLIOGRAPHIE …………………………………………...……………………..  89 

ANNEXES……………………………………………………………………...……. .    112 



Résumé  1 

RESUME 

 

Le NF-κB est un facteur de transcription crucial dans la régulation de l’expression de 

gènes impliqués dans la réponse immune, la prolifération et la survie cellulaire. 

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés à l’implication des histone 

désacétylases ou HDACs sur l’activation de ce facteur de transcription. Dans ce but, nous 

avons utilisé un inhibiteur de HDACs, la TSA (Trichostatin A), qui favorise l’acétylation de 

nombreuses protéines.  

Dans un premier temps, nous avons mis en évidence un prolongement de l’activation 

du NF-κB par l’ajout de TSA à une stimulation de la voie classique induite par le TNFα 

(Tumor Necrosis Factor α), l’IL-1 β (Interleukin-1β) et le PMA (Phorbol 12-Myristate 13-

Acetate). Cette extension est mise en relation avec un retard de réapparition de l’inhibiteur 

IκBα dans le cytoplasme. Elle provient, du moins en partie, d’une activité prolongée du 

complexe IKK. Par contre, ni la voie non-canonique {induite par la LTβ (Lymphotoxin β)}, 

ni une voie du stress oxydant {induite par le H2O2 (peroxyde d’hydrogène)} ne présente cette 

extension de l’activation du NF-κB par l’ajout de TSA. 

Dans la suite de ce travail, nous avons démontré que la TSA prolonge également 

l’activation du NF-κB après stimulation par le pervanadate (PV), un inhibiteur de tyrosine 

phosphatase qui initie une voie de signalisation atypique. Cette extension est également 

corrélée à une réapparition retardée d’IκBα dans le cytoplasme. Cependant, l’activité du 

complexe IKK n’est pas prolongée, comme dans le cas du TNFα. En effet, des RT-PCR 

quantitatives révèlent une diminution du niveau de l’ARNm d’I κBα après l’addition de TSA 

à une stimulation au PV. Des analyses in vivo par la technique de ChIP révèlent plusieurs 

problèmes au niveau du promoteur iκbα après induction au PV avec TSA : (i) diminution du 

recrutement de l’ARN Polymérase II ; (ii) phosphorylation et acétylation réduites de l’histone 

H3 sur la Ser10 et la Lys14, respectivement ; (iii) présence diminuée de p65 phosphorylé sur 

la Ser536 ; et (iv) réduction de la liaison d’IKKα. Le recrutement de ces protéines sur le 

promoteur icam-1 n’est pas affecté de manière similaire.  

L’ensemble de ces données suggère que les HDACs jouent un rôle global de 

répresseurs sur l’activation du NF-κB par des mécanismes moléculaires spécifiques du 

stimulus et du promoteur.  
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INTRODUCTION 

 

1. Généralités 

Les cellules d’un organisme donné contiennent une information génétique identique. 

Pourtant, au sein de cet organisme, chaque type cellulaire possède un profil d’expression 

génique qui lui est propre. En effet, sur les quelques 20.000 gènes du génome humain 

(Pennisi, 2007), seul un nombre limité est exprimé au sein d’un même type cellulaire. De 

plus, le taux d’expression de ces gènes diffère d’un type cellulaire à l’autre, selon la 

spécificité cellulaire ou l’influence environnementale notamment. La base de cette différence 

d’expression est la régulation spatio-temporelle de la transcription des gènes. Celle-ci 

implique de nombreuses interactions entre la chromatine, la machinerie basale de 

transcription et les facteurs de transcription. 

 

2. La chromatine 

2.1. Organisation chromatinienne 

L’ADN génomique est organisé en une structure compacte appelée chromatine grâce à 

l’intervention de protéines histoniques (Figure 1).  En effet, ces histones se rassemblent en un 

cylindre d’octamère constitué de deux hétérodimères des histones H2A et H2B et de deux 

hétérodimères des histones H3 et H4. Cet octamère d’histone est entouré de 146 paires de 

bases (pb) d’ADN génomique afin de former l’unité structurelle de la chromatine, le 

nucléosome. L’agencement des nucléosomes le long de l’ADN s’organise sur environ 200 

pb ; sur les quelques 50 pb séparant deux nucléosomes est fixée l’histone H1. Les queues N-

terminales des histones H3 et H4 font saillie du corps globulaire de l’octamère d’histone. 

Elles comportent une grande proportion d’acides aminés basiques, qui sont chargés 

positivement. Cette propriété assure une interaction de forte affinité avec l’ADN qui est 

chargé négativement (Figure 2a) (Luger et al., 1997 ; Dutnall et al., 1997). 
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Une structure aussi compacte rend difficilement accessibles les sites de reconnaissance 

pour la machinerie basale de transcription ainsi que pour les facteurs de transcription. C’est 

pourquoi, pour initier la transcription, la chromatine doit être remodelée sous une forme 

décondensée par l’intermédiaire de modifications post-traductionnelles des histones. 

 

2.2. Code des histones 

Depuis de quelques années, il est devenu évident que la chromatine est une entité 

dynamique comportant des changements fréquents entre états transcriptionnellement actifs 

(euchromatine) et réprimés (hétérochromatine) (Mellor, 2006 ; Clayton et al., 2006). Ces 

changements sont étroitement régulés de manière spatio-temporelle. Les queues N-terminales 

des histones sont le siège de nombreuses modifications post-traductionnelles telles que 

l’acétylation, la phosphorylation, la méthylation, l’ubiquitination ou la sumoylation (Figure 

2b). Ces modifications, qualifiées également d’épigénétiques, agissent de manière 

séquentielle ou en combinaison pour former le code des histones. Ce code fournit des sites de 

liaison pour des protéines effectrices qui les interprètent afin de favoriser ou d’inhiber la 

transcription des gènes (Strahl et al., 2000 ; Jenuwein et al., 2001 ; Fischle et al., 2003). 

Parmi les résidus ciblés par les modifications post-traductionnelles des histones, la 

lysine est un élément clé étant donné qu’elle peut subir les processus d’acétylation, de 

méthylation, d’ubiquitination et de sumoylation. L’acétylation et la méthylation impliquent de 

petits groupements chimiques, tandis que l'ubiquitination et la sumoylation ajoutent de plus 

gros fragments et engendrent des changements plus profonds de la chromatine. Un autre degré 

de complexité provient du fait que la méthylation peut avoir lieu plusieurs fois sur la même 

lysine (mono-, di- ou triméthylation), ce qui augmente encore la diversité des fonctions 

biologiques (Bannister and Kouzarides, 2005 ; Berger, 2007). 

Certaines modifications de lysine ont des résultats fonctionnels relativement clairs 

(Tableau 1). C’est le cas de l’acétylation qui est principalement liée à une activation de la 

transcription, même si la situation  réelle, détaillée au paragraphe 4.2 ci-dessous, atteint des 

niveaux élevés de complexité. La sumoylation, quant à elle, semble entraîner majoritairement 

une répression. Par contre, la méthylation et l’ubiquitination ont des effets variables et 

dépendants du résidu et du contexte. Par exemple, la triméthylation de la lysine 4 de l’histone 

H3 intervient dans l’induction de gènes tandis que  la triméthylation de la lysine 9 se déroule 
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au niveau de l’hétérochromatine, qui est transcriptionnellement inerte. De même, deux sites 

d’ubiquitination des histones H2A et H2B sont corrélés respectivement avec une transcription 

active et réprimée (Berger, 2007). 

Les résidus sérine, thréonine et arginine des histones subissent également des 

modifications post-traductionnelles. La phosphorylation vise les sérines et thréonines alors 

que les arginines peuvent être mono- ou diméthylés. Ces modifications semblent en général 

liées à une transcription active (Berger, 2007). 

Les conséquences fonctionnelles de ces modifications épigénétiques des histones 

peuvent être soit directes, causant des changements structurels de la chromatine, soit 

indirectes, agissant via le recrutement de protéines effectrices (Berger, 2007). 

Il est important de noter que les modifications post-traductionnelles des histones sont 

réversibles. Les HDACs (histone désacétylases) retirent les groupements acétyle, les 

sérine/thréonine phosphatases enlèvent les groupements phosphate et les ubiquitine protéases 

détachent les résidus ubiquitines. La méthylation des arginines est altérée par des déiminases 

par conversion des arginines mono-méthylées en citrulline. Des lysine déméthylases ont 

récemment été identifiées : (i) la classe LSD1 (lysine-specific demethylase 1) regroupe des 

enzymes responsables du retrait des groupements mono-méthylés des résidus lysine, et (ii) les 

enzymes de la classe jumonji enlèvent les groupements di- ou tri-méthylés des résidus lysine 

(Bannister and Kouzarides, 2005 ; Berger, 2007). 

 

2.3. Interdépendance de modifications épigénétiques des histones 

Une commutation binaire a été mise en évidence entre deux types de modifications 

post-traductionnelles de l’histone H3 (Figure 2b, encadrés mauves, et Figure 3). Elle 

permettrait de faire basculer la chromatine entre ses états condensé, transcriptionnellement 

inactif, et décondensé, transcriptionnellement actif. Dans les régions non transcrites du 

génome, la lysine 14 et la sérine 10 restent non modifiées alors que la lysine 9 est méthylée. 

Cette forme méthylée de la lysine 9 sert de consensus de liaison à la protéine HP1, qui est 

impliquée dans la formation de l’hétérochromatine. Cette méthylation bloque la 

phosphorylation du résidu voisin, la sérine 10. Par contre, dans les régions 

transcriptionnellement actives du génome, la lysine 14 est acétylée et la sérine 10 est 
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phosphorylée. Cette phosphorylation de la sérine 10 empêche la méthylation de la lysine 9. 

D’un autre côté, l’acétylation de la lysine 9 ou de la lysine 14 se combinant à la 

phosphorylation de la sérine 10 est responsable d’une activation de la transcription (Berger, 

2001 ; Jenuwein et al., 2001 ; Fischle et al., 2003 ; Eissenberg et al., 2005). Il est donc 

primordial de prendre en compte l’ensemble des modifications épigénétiques des queues N-

terminales des histones dans l’étude de la chromatine. 

 

3. Phosphorylation des histones 

Les études sur la phosphorylation des histones concernent principalement l’histone 

H3. La forme phosphorylée de la sérine 10 de l’histone H3 est associée à une activation de la 

transcription mais aussi à la condensation des chromosomes en mitose (Johansen and 

Johansen, 2006 ; Berger, 2007). Deux kinases principales sont connues pour phosphoryler la 

sérine 10 : IKKα (IκB Kinase α) et MSK1 (Mitogen- and Stress-activated protein Kinase 1).   

Une stimulation au TNFα (Tumor Necrosis Factor α) induit la phosphorylation de 

l’histone H3 sur la sérine 10 par IKKα au niveau de promoteurs régulés par le facteur de 

transcription NF-κB, tels que iκbα (Anest et al., 2003 ; Yamamoto et al., 2003 ; Gloire et al., 

2006a). La protéine MSK1 phosphoryle également ce résidu suite à un traitement à l’EGF 

(Epidermal Growth Factor) ou au TPA (Tetradecanoylphorbol Acetate) mais pas au TNFα 

(Strelkov and Davie, 2002 ; Duncan et al., 2006). Dans chacun des cas, l’interaction avec 

CBP {CREB (cAMP Responsive Element Binding) Binding Protein} est favorisée permettant 

l’acétylation de l’histone H3 et l’activation de la transcription (Cheung et al., 2000 ; 

Yamamoto et al., 2003). MSK1 est également responsable de la phosphorylation de la sérine 

28 de l’histone H3 (Zhong et al., 2001 ; Dyson et al., 2005).  

 

4. Acétylation/désacétylation des histones 

Les niveaux de base de l’acétylation des histones sont régis par un équilibre 

dynamique entre les activités opposées de deux types d’enzymes : les histone 

acétyltransférases (HATs) et les histone désacétylases (HDACs) (Vogelauer et al., 2000 ; 

Eberharter and Becker, 2002). 
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Il existe deux principales familles de HATs regroupées selon leur homologie de 

séquence : (i) GNAT (Gcn5-related N-acetyltransferases), incluant PCAF (CBP/p300 

associated factor) et (ii) MYST (MORF-Ybf2-Sas2-TIP60). Plusieurs facteurs liés à la 

transcription possèdent également une activité HAT, sans pour autant posséder d’homologie 

entre eux ou avec une des deux familles précitées. Cette « classe orpheline » comporte des 

protéines telles que CBP/p300, TAFII250 {TBP (TATA Binding Protein) Associated Factor} 

et SRC-1 (Steroid Receptor Coactivator). Parmi toutes les HATs, CBP/p300 est actuellement 

l’une des plus puissantes et versatiles. La caractéristique commune aux HATs est leur 

domaine acétyltransférase (Figure 4). Les HATs de la famille GNAT et CBP/p300 

contiennent également un bromodomaine impliqué dans la reconnaissance et la fixation des 

résidus lysine acétylés. La famille MYST semble quant à elle posséder un motif à doigt de 

zinc. La figure 5 représente diverses HATs ciblant les trois principaux résidus lysine de la 

queue N-terminale de l’histone (Sterner and Berger, 2000 ; Lee and Workman, 2007). 

Les quatre classes de HDACs seront détaillées au paragraphe 5 ci-dessous. 

 

4.1. Rôles de l’acétylation des histones 

L’acétylation des histones consiste en un transfert réversible d’un groupement acétyle 

sur les résidus lysine de leurs queues N-terminales. Elle régule de nombreux processus 

cellulaires et engendre, via des sites d’acétylation singuliers ou combinés, différentes issues 

telles que l’assemblage des nucléosomes, la condensation de la chromatine et son repliement 

ainsi que la transcription des gènes (Shahbazian and Grunstein, 2007).  

L’assemblage des nucléosomes est rendu possible par l’intervention de protéines 

chaperones qui ciblent spécifiquement les histones nouvellement synthétisées. Les nouvelles 

protéines histoniques sont produites durant la phase de synthèse (S) du cycle cellulaire, quand 

l’ADN est répliqué. Après leur synthèse, les histones sont rapidement acétylées, leur 

permettant d’être reconnues par les protéines chaperones. Celles-ci protégeraient les résidus 

acétylés de l’action des HDACs jusqu’à l’intégration dans la structure nucléosomique. 

Immédiatement après l’empaquetage en nucléosome, les histones sont désacétylées 

(Verreault, 2000 ; Shahbazian and Grunstein, 2007). 
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Un autre rôle pour l’acétylation des histones est de contrôler le degré de condensation 

de la chromatine. En effet, cette acétylation a pour conséquence la neutralisation de la charge 

positive portée par les histones. On assiste donc à une diminution de l’interaction entre les 

queues N-terminales des histones et l’ADN, mais également entre nucléosomes voisins. La 

chromatine adopte alors une conformation décondensée, relâchée (Angelov et al., 2001 ; 

Shahbazian and Grunstein, 2007). 

Une troisième application de l’acétylation des histones découle du fait qu’elle se 

révèle être un événement critique de la transcription des gènes. Les histones peuvent être 

acétylées et désacétylées de deux manières différentes pour réguler la transcription des gènes. 

Dans la première, les HATs et les HDACs sont recrutés aux séquences promotrices des gènes 

par des activateurs ou des répresseurs de la transcription, respectivement. Par ailleurs, les 

HATs comme les HDACs fonctionnent de façon globale en parcourant aléatoirement le 

génome et en ne ciblant pas de promoteur spécifique. Ces deux types de régulation des 

phénomènes d’acétylation/désacétylation, ciblée ou globale, affectent les niveaux de 

transcription des gènes (Kuo et al., 1997 ; Shahbazian and Grunstein, 2007). 

  

4.2. Dynamisme de la chromatine 

D’un point de vue général, l’acétylation des histones par les HATs favorise la 

transcription des gènes en diminuant les interactions histones/ADN, ce qui facilite la liaison à 

l’ADN des facteurs de transcription et de la machinerie basale de la transcription. Par contre, 

les HDACs, désacétylant les histones, rendent l’ADN inaccessible et entraînent une 

répression de la transcription (Figure 6) (Berger, 2001 ; Narlikar et al., 2002). Il existe donc 

une corrélation entre l’hyperacétylation des histones et l’activation de la transcription ainsi 

qu’entre l’hypoacétylation et la répression.  

Cependant, la réalité est plus complexe et reflète une chromatine très dynamique. En 

effet, dans de nombreuses situations, on remarque que cette corrélation est hâtive et ne 

correspond qu’à la partie émergée de l’iceberg.  

Des données récentes réalisées sur gènes transcriptionnellement actifs démontrent un 

rôle non négligeable des HDACs. En effet, certains gènes nécessitent une désacétylation des 

histones pour être transcrits. Ils sont caractérisés par un turnover très rapide 
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d’acétylation/désacétylation qui implique un recrutement d’HDACs dans le but de préparer 

une répression immédiate. Cela pourrait expliquer que l’acétylation est à peine détectable.  

Les activités des HATs aussi bien que des HDACs sont donc requises afin d’assurer une 

transcription correcte. Dans le cas des complexes comprenant Rpd3, la désacétylation permet 

de réprimer les initiations aberrantes situées dans la région codante (Carrozza et al., 2005 ; 

Clayton et al., 2006 ; Shahbazian and Grunstein, 2007). 

Le rôle des HATs et des HDACs dans la transcription implique des mécanismes très 

subtils, dépendant notamment des résidus ciblés ainsi que des complexes multiprotéiques. 

 

4.3. Complexes mutliprotéiques 

L’action cumulative des HATs et des HDACs au niveau des gènes actifs et réprimés 

est un déterminant critique de la liaison de protéines effectrices et de la transcription des 

gènes. C’est pourquoi il est important de prendre en compte les facteurs qui régulent les 

prédilections des HATs et des HDACs pour une histone et une lysine données. La plupart du 

temps, les HATs et HDACs n’agissent pas seules mais sous forme de complexes 

multiprotéiques. Dans de nombreux cas, les complexes dans lesquels ces enzymes résident 

déterminent la préférence de substrat ou l’interaction avec d’autres facteurs et affectent donc 

leurs fonctions. En effet, chaque complexe contient une série de sous-unités ne comportant 

pas d’activité acétyltransférase. Ces sous-unités peuvent interagir avec différents activateurs 

spécifiques qui amènent les complexes aux divers gènes cibles (Narlikar et al., 2002 ; 

Shahbazian and Grunstein, 2007). 

La HAT de levure Gcn5 fait partie de plusieurs complexes, tels que SAGA, SLIK et 

ADA. Une grande homologie entre les protéines humaines GCN5 et PCAF témoigne du fait 

qu’elles donc font partie de complexes multiprotéiques similaires, impliquant une potentielle 

redondance. Elles sont capables d’interagir toutes deux avec CBP/p300. Ces complexes co-

activateurs favorisent l’activation de la transcription. La HAT humaine TIP60, appartenant à 

la famille MYST, intervient dans un complexe qui joue un rôle important dans la réparation 

de l’ADN et l’apoptose. La famille des récepteurs nucléaires p160 regroupe les co-activateurs 

SRC-1, SRC-2 et SRC-3 (Sterner and Berger, 2000 ; Ikura et al., 2000 ; Narlikar et al., 2002 ; 

Lee and Workman, 2007). 
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Les co-répresseurs, comme le SMRT (silencing mediator of retinoic acid and thyroid 

hormone receptor) et le N-CoR (nuclear hormone receptor corepressor), interviennent dans les 

complexes Sin3, NuDR ou CoREST. Ils participent à la répression de la transcription en 

recrutant, dans ces complexes, des HDACs et leur activité désacétylase. Par exemple, HDAC3 

représente la sous-unité catalytique de différents complexes et les autres sous-unités tendent à 

réguler l’activité désacétylase et la spécificité du substrat de HDAC3 (Lee et al., 2000 ; Wen 

et al., 2000 ; Guenther et al., 2001 ; Narlikar et al., 2002). 

Il reste encore à déterminer la façon dont la cellule régule l’abondance et la 

distribution de ces différents complexes afin de fournir les fonctions appropriées au bon 

endroit et au bon moment. 

 

4.4. Acétylation des protéines non-histoniques 

Des analyses phylogénétiques ont démontré que l’apparition des HDACs précède 

l’évolution des histones. Cela implique la probabilité que l’activité primaire de ces HDACs 

était dirigée contre des substrats non-histoniques (Gregoretti et al., 2004). En effet, de 

nombreuses études ont mis en évidence une multitude de substrats non-histoniques pour les 

HATs et les HDACs (Figure 7). On retrouve notamment des composants du cytosquelette (α-

tubuline, actine), des facteurs de transcription (p53, p65, pRB), des protéines chaperones 

(HSP90, HSP70), des kinases et des phosphatases (c-Abl tyrosine kinase, PTEN 

phosphatase), des facteurs de l’apoptose (Ku70), des protéines virales (Tat du HIV), des 

enzymes impliquées dans la réparation de l’ADN (ADN glycosylase, NBS1), et bien d’autres 

encore. Les phénomènes d’acétylation modifient les fonctions de protéines non-histoniques en 

influant sur : (i) l’interaction entre protéines, (ii) le potentiel transactivateur, (iii) la liaison à 

l’ADN, (iv) la localisation subcellulaire, ou encore (v) la stabilité de la protéine (Lee and 

Workman, 2007 ; Glozak and Seto, 2007 ; Yang and Seto, 2007). 

Une des cibles non histoniques de l’acétylation est l’ α-tubuline qui est désacétylée par 

HDAC6. Cela entraîne la dépolymérisation des microtubules et favorise la migration 

cellulaire. Ce caractère est à prendre en compte dans la prévention contre l’angiogénèse et les 

métastases par l’utilisation d’inhibiteur de HDACs (Matsuyama et al., 2002 ; Hubbert et al., 

2002 ; Zhang et al., 2003). 



Introduction 13 

Certains facteurs de transcription voient également leurs fonctions modulées par 

l’acétylation (Glozak et al., 2007). C’est le cas de p53 qui est un acteur important du contrôle 

du cycle cellulaire et de l’apoptose. L’acétylation de p53 dans sa partie C-terminale augmente 

sa capacité de liaison à l’ADN et donc sa capacité à activer ses gènes cibles (Gu and Roeder, 

1997). En outre, sous sa forme acétylée, p53 voit sa stabilité accroître. Cela peut être expliqué 

par le fait que les lysines acétylées ne sont donc plus ubiquitinables, empêchant la dégradation 

de la protéine par le protéasome. Mdm2, l’ubiquitine ligase E3, recrute HDAC1 afin de 

désacétyler p53, de faciliter son ubiquitination et sa dégradation (Ito et al., 2002). L’activation 

de p53 par différents types de dommages à l’ADN nécessite son acétylation. Par exemple, les 

dommages à l’ADN causés par les agents alkylants induisent l’acétylation de p53 sur la lysine 

320 (Figure 8). Cela permet d’activer les gènes qui ont des sites de liaison de forte affinité 

pour p53, incluant p21 qui est impliqué dans l’arrêt du cycle cellulaire. Par contre, les 

dommages à l’ADN provoqués par l’inhibition de la topoisomérase II entraînent l’acétylation 

de p53 sur la lysine 373. Les gènes qui ont des sites de liaison de faible affinité pour p53 sont 

alors activés, tels que Bax qui promeut l’apoptose (Knights et al., 2006). 

La durée d’activation du facteur de transcription NF-κB est également régulées par 

l’acétylation (cfr paragraphe 7.8.2) (Chen et al., 2003 ; Quivy and Van Lint, 2004).  

 

5. HDACs 

Dans ce paragraphe, les HDACs font l’objet d’une description plus détaillée visant à 

mettre en évidence leurs rôles biologiques et leurs implications éventuelles dans le 

développement de cancers. 

 

5.1. Description des HDACs 

5.1.1. Classification 

Les dix-huits HDACs connues à ce jour ont été réparties en quatre classes distinctes 

selon leur homologie aux histone désacétylases de levure (Tableau 2). Elles peuvent 

également être regroupées en deux familles en fonction de la dépendance au cofacteur : la 

classique et la « silent information regulator 2 (Sir-2)-related protein » (sirtuin). La première 
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famille, impliquant les classes I, II et IV, requiert l’ion Zn2+ comme cofacteur, tandis que la 

seconde, correspondant à l’unique classe III, est dépendante l’ion NAD+ (De Ruijter et al., 

2003 ; Thiagalingam et al., 2003 ; Verdin et al., 2003).  

La classe I comporte une homologie de séquence avec la protéine Rpd3 de levure. Elle 

contient les HDAC1, 2, 3 et 8 qui ont une longueur comprise entre 350 et 500 acides aminés 

(De Ruijter et al., 2003 ; Thiagalingam et al., 2003).   

La classe II réunit les HDAC4, 5, 7, 9 (classe IIa) et HDAC6 et 10 (classe IIB) qui 

sont toutes homologues à la protéine HDA1 de levure. La taille de ces HDACs équivaut 

approximativement au double de celle des HDACs de classe I et varie de 650 à 1250 acides 

aminés (De Ruijter et al., 2003 ; Thiagalingam et al., 2003 ; Verdin et al., 2003).  

La classe III rassemble les histone désacétylases SIRT1-7 par une homologie à la 

protéine Sir2 de levure. Elles sont également appelées sirtuins et leur taille est située entre 300 

et 750 acides aminés. Leur domaine catalytique fonctionne comme une désacétylase à lysine 

dépendante du NAD+, mais également en tant que mono-ADP-ribosyltranférase (De Ruijter et 

al., 2003 ; Thiagalingam et al., 2003 ; Saunders and Verdin, 2007).  

HDAC11 est actuellement le seul membre de la classe IV et partage des propriétés 

avec les classes I et II (De Ruijter et al., 2003 ; Thiagalingam et al., 2003 ; Verdin et al., 

2003).  

Toutes les HDACs possèdent un seul domaine catalytique à l’exception des HDAC6 et 

10 qui en contiennent deux. Cependant, ce deuxième domaine semble être non fonctionnel 

chez HDAC10 (Gallinari et al., 2007). 

 

5.1.2. Localisation 

Les HDACs de la classe I sont exprimées de manière ubiquiste dans tous les types 

cellulaires et tissus. Elles se localisent généralement dans le noyau, même si HDAC3 se 

retrouve également dans le cytoplasme (Figure 9) (De Ruijter et al., 2003 ; Thiagalingam et 

al., 2003). En effet, HDAC3 peut être séquestré dans le cytoplasme par IκBα, l’inhibiteur du 

facteur de transcription NF-κB, dont l’analyse est détaillée au paragraphe 7. Après la 

dégradation d’IκBα en réponse à la cytokine pro-inflammatoire TNFα, HDAC3 est sujet à 
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une translocation nucléaire, entraînant une augmentation de ces activités nucléaires (Viatour 

et al., 2003 ; Gao et al., 2006). 

Les HDACs de la classe II sont capables de voyager entre le noyau et le cytoplasme en 

réponse à certains signaux cellulaires. L’expression de ces HDACs est différente selon les 

tissus concernés, avec des niveaux plus élevés dans le cœur, le cerveau et les muscles 

squelettiques (De Ruijter et al., 2003 ; Thiagalingam et al., 2003). 

Les sirtuins regroupées dans la classe III des HDACs se retrouvent aussi bien dans le 

noyau que dans le cytoplasme (Saunders and Verdin, 2007).  

HDAC11, l’unique membre de la classe IV, se situe principalement dans le noyau, 

comme les HDACs de la classe I. Par contre, à l’image des HDACs de la classe II, elle est 

exprimée différemment dans le cœur, le cerveau et les muscles squelettiques (De Ruijter et 

al., 2003 ; Thiagalingam et al., 2003). 

 

5.2. Mécanisme d’action des HDACs 

Le mécanisme d’action des HDACs implique le retrait du groupement acétyle. Le 

domaine catalytique des HDACs de classe I, II et IV est formé d’environ 390 acides aminés 

conservés (Figure 10). Chez les HDACs de classe III, il est d’environ 275 acides aminés. Le 

site actif consiste en une poche catalytique dans lequel s’insère soit un ion Zn2+ requis pour 

les HDACs des classes I, II et IV, soit un ion NAD+ pour les sirtuins de la classe III (De 

Ruijter et al., 2003 ; Saunders and Verdin, 2007). 

 

5.3. Régulation des activités des HDACs 

Etant donné la multitude de substrats histoniques et non histoniques, les HDACs sont 

des régulateurs essentiels pour des processus cellulaires, tels que l’expression des gènes, la 

croissance cellulaire, la survie, la différenciation et la prolifération (Kouzarides, 1999 ; 

Lehrmann et al., 2002 ; Lagger et al., 2003 ; Glozak and Seto, 2007). Il est donc crucial pour 

la cellule que leurs activités soient étroitement contrôlées par de multiples mécanismes :        

(i) interaction entre protéines, (ii) modifications post-traductionnelles (phosphorylation, 
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sumoylation), (iii) localisation subcellulaire, (iv) contrôle de l’expression, (v) disponibilité du 

cofacteur, et (vi) clivage protéolytique (Sengupta and Seto, 2004 ; Gallinari et al., 2007). 

Malgré ces nombreux points de contrôle, une expression ou une activité aberrante des HDACs 

apparaît fréquemment dans les cellules cancéreuses. En effet, des déséquilibres dans les 

processus d’acétylation/désacétylation des protéines histoniques et non-histoniques ont un 

impact non-négligeable dans le développement de cancers (Johnstone, 2002 ; Dokmanovic 

and Marks, 2005 ; Glozak and Seto, 2007). 

 

6. Inhibiteurs de HDACs (HDACi) 

6.1. Description des HDACi 

Vu le rôle majeur que les HDACs peuvent jouer, par un dysfonctionnement, dans le 

développement de cancers, les HDACi font l’objet de nombreuses études. Les premiers 

découverts sont des composés naturels comme le butyrate et la trichostatin A (TSA) (Tableau 

3 et figure 10). Progressivement, des composés artificiels prometteurs ont été synhtétisés. A 

ce jour, les inhibiteurs sont divisés en quatre classes : (i) acide aliphatique (butyrate, 

valproate), (ii) acide hydroxamique {TSA, suberoyanilide hydroxamic acid (SAHA ou 

Vorinostat ou Zolinza)}, (iii) peptide cyclique (depsipeptide ou FK-228, trapoxin), et (iv) 

benzamide (MS-275) (Kelly et al., 2002 ; Thiagalingam et al., 2003 ; Xu et al., 2007). 

L’activité désacétylase du butyrate a été découverte à la fin des années septante, c’est 

un inhibiteur non spécifique des HDACs. Tout comme le valproate, il fait partie des acides 

aliphatiques et cible les HDACs de classe I et IIa (Candido et al., 1978 ; Thiagalingam et al., 

2003 ; Yang and Seto, 2007).  

Il y a une vingtaine d’années, la TSA a été identifiée comme le premier inhibiteur 

spécifique. C’est un produit de fermentation de Streptomyces. A l’origine, la TSA était 

utilisée comme agent anti-fongique. Ce n’est que par après que l’on a découvert ses propriétés 

inhibitrices de la prolifération des cellules cancéreuses grâce à son action inhibitrice de 

HDACs. Elle est alors devenue un des outils principaux de la recherche sur l’acétylation des 

histones. Avec le SAHA, elles appartiennent à la classe des acides hydroxamiques. La TSA 

inhibe les classes I et II des HDACs (Yoshida et al., 1990 ; De Ruijter et al., 2003 ; 

Thiagalingam et al., 2003 ; Gallinari et al., 2007 ; Yang and Seto, 2007) alors que le groupe 
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de Dokmanovic (2007) a récemment démontré la spécificité du SAHA pour HDAC7, 

contrairement aux indications de la figure 10. 

La classe des peptides cycliques comporte notamment le depsipeptide qui inhibe les 

HDAC1 et 2. Et enfin, dans la classe des benzamides, on retrouve le MS-275 ciblant les 

HDAC1, 2 et 3 (Xu et al., 2007). 

L’action des HDACi est réversible, sauf pour la trapoxin qui bloque irréversiblement 

les HDACs par la liaison covalente du groupement époxycétone (Furumai et al., 2001). 

Le butyrate et le valproate sont utilisés à des concentrations millimolaires, le SAHA et 

le MS-275 à des concentrations de micromolaires, et la TSA et le depsipeptide à des 

concentrations nanomolaires (Xu et al., 2007). Les HDACi présentés dans le tableau 3 ont 

atteint la phase II d’essais cliniques, à l’exception de la TSA qui ne fait pas partie d’étude 

clinique. Le SAHA vient même d’être approuvé en 2006 par la « Food and Drugs 

Administration » (FDA) pour l’utilisation clinique sur des patients cancéreux atteints de 

lymphome cutané des cellules T (Riester et al., 2007 ; Xu et al., 2007). 

La plupart des inhibiteurs touche une large série d’HDACs. Cependant, il pourrait être 

intéressant de recourir à une inhibition sélective. La tubacine a été mise en évidence pour sa 

capacité d’inhiber spécifiquement, et de manière réversible, l’activité d’HDAC6. Elle induit 

l’accumulation d’α-tubuline acétylée, et ce, sans affecter l’acétylation des histones, ni la 

progression du cycle cellulaire (Matsuyama et al., 2002 ; Hubbert et al., 2002 ; Zhang et al., 

2003). Le SAHA semble spécifique d’HDAC7 et le PCI-34051 aurait un rôle ciblé sur 

HDAC8 (Dokmanovic et al., 2007 ; Balasubramanian et al., 2008). 

Les HDACs de la classe III sont insensibles aux inhibiteurs classiques mais sont 

inhibés par le nicotinamide (Saunders and Verdin, 2007).  

 

6.2. Mécanisme d’inhibition des HDACi 

Les HDACi fonctionnent en bloquant l’accès au site catalytique de manière réversible, 

à l’exception de la trapoxin. Les détails structuraux des interactions entre HDACi et leur 

substrat ont été élucidés par l’étude d’un homologue de HDAC (HDLP, HDAC-like protein) 

avec la TSA et le SAHA (Finnin et al., 1999). Plus récemment, la structure cristallisée du 
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complexe entre HDAC8 et un acide hydroxamique a été résolue (Somoza et al., 2004). Ces 

études favorisent la compréhension de la structure tridimensionnelle du site catalytique des 

HDACs et apportent un aperçu du mécanisme de désacétylation de substrats acétylés sur 

lysine. Il existe une interaction directe entre l’inhibiteur et le site actif composé de l’ion Zn2+. 

L’accès au site actif étant bloqué, l’activité désacétylase est donc inhibée (Kelly et al., 2002 ; 

De Ruijter et al., 2003 ; Thiagalingam et al., 2003 ; Dokmanovic and Marks, 2005). 

 

6.3. « Pas de généralités » 

De manière intéressante, moins de 10% des gènes voient leur expression modulée par 

l’inhibition des HDACs. En outre, il apparaît que cette inhibition ne conduit pas seulement à 

une activation des gènes mais également à une répression, et ce, en fonction de la nature du 

gène (Van Lint et al., 1996 ; Glaser et al., 2003 ; Nusinzon and Horvath, 2005 ; Hildmann et 

al., 2007). Par exemple, il a été démontré que l’utilisation de TSA ou de SAHA entraînait une 

augmentation de l’expression de p21 accompagnée d’une diminution de l’expression de la 

thymidylate synhtétase. Le premier étant un inhibiteur de CDK et le deuxième impliqué dans 

la synthèse de l’ADN, on obtient une convergence vers l’arrêt du cycle cellulaire (Glaser et 

al., 2003). On peut également citer l’exemple des gènes dépendant de STAT5 qui sont 

réprimés par un inhibiteur de HDACs (TSA) étant donné que l’activation transcriptionnelle 

médiée par STAT5 nécessite une activité désacétylase (Rascle et al., 2003). La répression de 

la transcription du récepteur à l’androgène (AR) induite par l’utilisation d’inhibiteurs de 

HDACs (TSA et butyrate) résulte de l’induction d’un complexe suppresseur (Wang et al., 

2004). L’altération de la transcription d’un gène par un inhibiteur de HDAC semble être 

déterminée par la composition spécifique du complexe de facteurs liés à la transcription, 

incluant les HDACs. 

Dans le cas où une hyperacétylation stable est requise pour une induction de gène 

efficace, l’inhibition des HDACs produisant une hyperacétylation localisée serait supposée 

augmenter l’expression des gènes. Inversément, pour les gènes requérant un turnover 

d’acétylation rapide (cfr paragraphe 4.2), l’inhibition des HDACs, malgré l’hyperacétylation, 

devrait inhiber l’expression des gènes en anéantissant le turnover. En effet, ce deuxième cas 

de figure a récemment été démontré pour un certain nombre de gènes comme c-fos et c-jun 

(Hazzalin and Mahadevan, 2005 ; Clayton et al., 2006). 
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6.4. Effets des HDACi sur les processus cellulaires – 

Importance en cancérologie 

Les HDACi  représentent une classe prometteuse d’agents anticancéreux. L’utilisation 

des HDACi a permis de démontrer que des altérations de fonction ou d’expression des 

HDACs sont étroitement impliquées dans les processus d’initiation et de progression du 

cancer. En effet, ils favorisent la prolifération mais inhibent la différenciation et l’apoptose 

(initiation). Ces HDACs participent également à l’angiogénèse et à la migration cellulaire 

tandis qu’ils diminuent l’adhésion cellulaire (progression) (Figure 11). De manière globale, 

les HDACi enlèvent la répression d’un promoteur donné. Dans les cellules cancéreuses, les 

gènes réprimés sont souvent des suppresseurs de tumeurs, des inhibiteurs du cycle cellulaire, 

des facteurs de différenciation ou des inducteurs de l’apoptose (Kelly et al., 2002 ; Glozak et 

al., 2007). 

 

6.4.1. Voies cellulaires anti-tumorales induites par les HDACi 

6.4.1.1. Arrêt du cycle cellulaire 

La restriction de la prolifération cellulaire est un évènement critique dans la 

prévention contre le cancer. Les HDACi ont la capacité de limiter cette prolifération via 

notamment l’induction de l’expression de deux facteurs importants pour la régulation de la 

croissance cellulaire, p21 et TGF-β (Transforming Growth Factor-β) (Figure 12) (Glozak et 

al., 2007). 

L’inhibiteur de CDK, p21, est une des cibles des HDACi les mieux étudiées. Le 

traitement de plusieurs types de cellules cancéreuses avec différents HDACi engendre 

l’augmentation de la transcription de ce gène à action anti-proliférative. Cette expression de 

p21 est indépendante de p53 et est corrélée avec une hyperacétylation des histones H3 et H4 

dans sa région promotrice. On remarque aussi une réduction marquée de la liaison de HDAC1 

et de c-myc (inhibiteur de p21) sur le promoteur de p21, accompagnée d’une augmentation du 

recrutement de l’ARN Polymérase II. L’inhibition de CDK par p21 entraîne l’arrêt du cycle 

cellulaire et le blocage de la prolifération (Sambucetti et al., 1999 ; Richon et al., 2000 ; Gui 

et al., 2004 ; Li and Wu, 2004 ; Ocker and Schneider-Stock, 2007). 
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Dans les cellules normales, TGF-β inhibe la croissance cellulaire. TGF-βII fixe le 

ligand TGF-β, et TNF-βI transmet le signal par l’activation des membres de la famille Smad. 

Cependant, les cellules cancéreuses sont réfractaires à l’effet inhibiteur du TGF-β, la plupart 

du temps, en raison d’une perte des récepteurs au TGF-β (TGF-βR). On assiste donc à une 

prolifération anormale des cellules cancéreuses. L’utilisation de HDACi induit l’expression 

des deux sous-unités du TGF-βR afin de restaurer un contrôle sur la prolifération cellulaire 

(Osada et al., 2001 ; Ammanamanchi and Brattain, 2004). 

En plus des effets sur l’expression des gènes, l’accumulation d’histones acétylés 

induite par les HDACi peut influencer la progression dans le cycle cellulaire, en altérant la 

capacité des cellules tumorales de subir la mitose (Figure 12). Pour rappel (cfr paragraphe 

4.1), l’état d’acétylation des histones est important pour la formation des nucléosomes durant 

la synthèse d’ADN. Une augmentation des histones acétylés durant les phases S (synthèse 

d’ADN) et G2 (pré-mitose) du cycle cellulaire peut activer un contrôle en G2. Cela induit un 

arrêt des cellules en phase G2. La perte de ce contrôle en G2 apparaît fréquemment dans le 

développement de cancers. Cela peut être pris en compte pour la sensibilité accrue des 

cellules cancéreuses comparées aux cellules normales face aux effets pro-apoptotiques des 

HDACi (Warrener et al., 2003 ; Dokmanovic and Marks, 2005). 

 

 6.4.1.2. Différenciation 

La perte d’expression de gènes impliqués dans la régulation de la prolifération est un 

caractère commun des cellules cancéreuses. L’inhibition de la différenciation cause également 

une prolifération inappropriée pouvant conduire au cancer. Par exemple, la perte d’expression 

des facteurs de différenciation de la famille GATA est observée dans plusieurs types de 

cancers. L’utilisation de la TSA restaure l’expression de ces facteurs de différenciation et de 

leurs cibles, dont le suppresseur de tumeur Dab2, et ce, grâce à une hyperacétylation des 

histones H3 et H4 de leurs promoteurs (Figure 12) (Caslini et al., 2006 ; Glozak et al., 2007). 

 

6.4.1.3. Apoptose 

Une caractéristique intéressante des HDACi vient du fait qu’il favorise l’apoptose. Il 

existe deux types d’apoptose : la voie extrinsèque et la voie intrinsèque (Figure 12).  
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La voie extrinsèque est initiée par la fixation de ligands tels que FasL, TNFα (Tumor 

Necrosis Factor α) ou TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) sur leurs « récepteurs 

de la mort » respectifs : Fas, récepteur au TNF (TNFR-1) ou récepteur à TRAIL. Ces diverses 

liaisons conduisent à l’activation des caspase-8 et caspase-10. Les HDACi sont capables 

d’augmenter l’expression des récepteurs et des ligands dans les cellules transformées mais pas 

dans les cellules normales (Ashkenazi, 2002 ; Nakata et al., 2004 ; Insinga et al., 2005). 

La voie intrinsèque d’apoptose est médiée par le relargage de protéines  

mitochondriales, comme le cytochrome c ou AIF (apoptosis inducing factor), avec pour 

conséquence l’activation de caspases. Ce phénomène est régulé en partie par les protéines 

pro- et anti-apoptotiques de la famille bcl-2 (Jiang and Wang, 2004). D’une part, les HDACi 

augmentent les facteurs pro-apoptotiques (notamment Bim, Bax) et d’autre part, diminuent les 

facteurs anti-apoptotiques (notamment Bcl-2, Bcl-XL) (Zhang et al., 2004 ; Xu et al., 2006). 

Des études approfondies démontrent que Bax est séquestré dans le cytoplasme par Ku70. 

L’acétylation de Ku70 par CBP et PCAF libère Bax qui migre vers la mitochondrie et initie 

l’apoptose. Le traitement de plusieurs types cellulaires par des HDACi favorise donc une 

apoptose dépendante de Bax (Cohen et al., 2004 ; Subramanian et al., 2005). 

 

6.4.1.4. Angiogénèse 

Outre qu’ils régulent les gènes impliqués dans l’initiation de cancer, les phénomènes 

d’acétylation et de désacétylation modulent les gènes responsables de la progression du 

cancer. Cela inclut le contrôle de l’angiogénèse. Les propriétés anti-angiogéniques des 

HDACi se manifestent par une diminution de l’expression des gènes pro-angiogéniques, tels 

que le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) ou le HIF-1α (Hypoxia-Inducible Factor-

1α). Les HDACi jouent donc un rôle important dans la suppression de la néovascularisation 

des tumeurs en altérant les gènes directement impliqués dans l’angiogénèse (Deroanne et al., 

2002 ; Bolden et al., 2006). 

 

6.4.1.5. Migration cellulaire 

La migration cellulaire est un déterminant important pour la formation de métastases 

du cancer. HDAC6 joue un rôle critique dans la migration cellulaire étant donné qu’il 
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désacétyle la tubuline (Figure 12). L’hyperacétylation des microtubules est corrélée à une 

grande stabilité et à une forte adhésion cellulaire, tandis que les microtubules sont plus 

dynamiques sous leur forme hypoacétylée. Il a été démontré qu’HDAC6 désacétyle 

directement l’α-tubuline, entraînant la dépolymérisation des microtubules, nécessaire à la 

migration cellulaire. Par conséquent, l’inhibition d’HDAC6 permet de prévenir la migration 

cellulaire, et donc les métastases, mais également d’augmenter l’adhésion cellulaire (Haggarty 

et al., 2003 ; Tran et al., 2007). 

 

6.4.2. Spécificité des cellules tumorales 

Les drogues chimiothérapeutiques conventionnelles ciblent les cellules en 

prolifération, se basant souvent sur de petites différences entre les cellules tumorales et les 

cellules normales. Par contre, les HDACi ont une cytotoxicité sélective, tuant les cellules 

tumorales et immortalisées, alors que les cellules normales apparaissent résistantes. En outre, 

ces inhibiteurs sont effectifs sur les cellules cancéreuses en prolifération mais également sur 

les non proliférantes qui ont un indice mitotique faible (Burgess et al., 2004). 

Les bases de la résistance relative des cellules normales aux HDACi comparées aux 

cellules tumorales ne sont pas exactement définies. La façon de réagir, des cellules 

transformées, aux HDACi semble être déterminée principalement par le type cellulaire, mais 

également par la structure et la concentration de l’HDACi. Les HDACi peuvent avoir un effet 

cytotoxique sur les cellules tumorales (prolifératrices et non prolifératrices), alors que les 

cellules normales peuvent être dix fois plus résistantes (Ungerstedt et al., 2005). Cependant, 

l’accumulation des histones acétylées se déroule aussi bien dans les deux types cellulaires. La 

capacité d’inhibition de l’activité des HDACs est donc similaire (Marks et al., 2001). 

Une qualité importante des HDACi est leur capacité à induire la mort des cellules 

cancéreuses à des concentrations pour lesquelles les cellules normales sont relativement 

résistantes. En outre, le SAHA possède une réversiblité d’action relativement rapide. Cela 

implique que les cellules normales seraient capables de compenser les changements induits 

par les HDACi de manière plus efficace que les cellules cancéreuses (Xu et al., 2007).  

Une hypothèse expliquant cette spécificité tumorale a été formulée récemment. Elle se 

base sur l’accumulation de ROS (Figure 13) (Ungerstedt et al., 2005 ; Dokmanovic and 
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Marks, 2005). La protéine Trx (Thioredoxin) est un antioxydant par sa propriété de capter les 

ROS. Elle peut aussi inhibiter ASK1 (Apoptosis Signaling Kinase 1), qui lui-même est un 

inducteur de l’apoptose via JNK (Janus N-terminal Kinase) et p38. L’activation de Trx inhibe 

donc l’apoptose. La protéine TBP-2 (Trx Binding Protein-2) est capable de se lier à Trx pour 

l’inhiber. Dans le cas des cellules tumorales, l’utilisation de HDACi donne lieu à une 

augmentation de TBP-2 et donc à une inhibition de Trx. N’étant plus bloqués par Trx, les 

ROS s’accumulent. L’inhibition de Trx entraîne également une augmentation d’ASK1 qui 

induit l’apoptose des cellules tumorales. Par contre et paradoxalement, dans le cas des cellules 

normales, aucune augmentation de TBP-2 n’est induite par des HDACi. L’activité 

antioxydante de Trx est donc favorisée n’entraînant pas d’accumulation de ROS. En outre, 

Trx, via son action inhibitrice d’ASK1, empêche l’apoptose et permet donc la survie des 

cellules normales. L’impact de Trx pourrait donc être un déterminant essentiel de la résistance 

des cellules à la mort cellulaire induite par les HDACi. 

 

7. Le facteur de transcription NF-κκκκB 

7.1. Généralités 

En 1986, un facteur nucléaire a été découvert dans les cellules B grâce à sa capacité à 

favoriser la transcription de la chaîne légère kappa (κ) des immunoglobulines (Sen and 

Baltimore, 1986). Il a dès lors a été nommé de NF-κB (Nuclear Factor-κB). Par la suite, 

l’observation de sa présence dans de nombreux types cellulaires lui conféra son caractère 

ubiquitaire chez les eucaryotes. Le facteur de transcription NF-κB est un élément clé dans la 

régulation de l’expression de gènes impliqués dans l’immunité innée et adaptative mais aussi 

dans la prolifération, la différenciation et la survie cellulaire (Baeuerle and Henkel, 1994 ; 

Baldwin, 1996 ; Bonizzi and Karin, 2004). 

La particularité de ce facteur de transcription réside en sa rapidité d’activation. Cette 

vitesse d’exécution se base sur le fait qu’il est séquestré dans le cytoplasme des cellules 

normales par une interaction avec une protéine inhibitrice de la famille IκB. Suite à la 

réception d’un signal approprié, l’activation du NF-κB requiert la dégradation de son 

inhibiteur afin de transactiver ses gènes cibles dans le noyau. Cette séquestration dans le 

cytoplasme permet la disponibilité immédiate du facteur de transcription, sans avoir recours à 
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une synthèse de protéine. Ce profil d’activation inductible existe dans la plupart des cellules, à 

l’exception de certains types cellulaires (kératinocytes et cellules B) dans lesquelles NF-κB 

est trouvé dans le noyau sous une forme constitutivement activée  (Baldwin, 1996 ; Karin and 

Ben-Neriah, 2000). 

 

7.2. Inducteurs du NF-κB 

Il existe une multitude de stimuli qui induisent l’activation du NF-κB (Baeuerle and 

Henkel, 1994 ; Karin and Ben-Neriah, 2002 ; Habraken and Piette, 2006) : (i) les cytokines 

pro-inflammatoires {TNFα, IL-1β (Interleukin-1β), LTβ (Lymphotoxin β), …}, (ii) les 

produits bactériens et viraux {LPS (Lipopolysaccharide), ARN double brin, …), (iii) les 

mitogènes {PMA (Phorbol 12-Myristate 13-Acetate), …}, (iv) les stress physiques et 

chimiques (dommages à l’ADN, stress oxydant, photosensibilisation, …), …  

 

7.3. Gènes sous le contrôle du NF-κB 

Le facteur de transcription NF-κB régule la transcription d’un grand nombre de gènes 

codant pour des protéines qui peuvent être divisées en quatre grandes classes : (i) la réponse 

inflammatoire, (ii) la réponse immune, (iii) la prolifération cellulaire et l’apoptose, et (iv) 

l’inhibition du NF-κB. La réponse inflammatoire induite par NF-κB peut être médiée 

notamment par des cytokines (TNFα, IL-1β, IL-6, LTβ, …), des chémokines {IL-8, MIP-1α 

(macrophage inflammatory protein 1α), MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1), 

RANTES (Regulated upon Activation, Normal T cell Expressed and Secreted), …} et des 

molécules d’adhésion {ICAM (intracellular adhesion molecule), VCAM (vascular cell 

adhesion molecule), …}. NF-κB joue également un rôle dans l’expression de gènes codant 

pour des protéines importantes pour la réponse immune, comme les protéines du MHC ou 

certaines  cytokines {IL-12, INF-β (Interferon-β), …}, mais également pour la prolifération et 

l’apoptose {c-IAP-1 (cellular inhibitor of apoptosis-1), c-IAP-2), Bcl-XL (B-cell lymphoma-

XL), FasL, c-myc (cellular myelocytomatosis viral oncogene)…}. La dernière catégorie de 

gènes sous le contrôle du NF-κB est celle codant pour ses propres inhibiteurs favorisant une 
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boucle rétroactive négative {IκBα (inhibitor κBα), A20} (Brown et al., 1993 ; Ghosh et al., 

1998 ; Karin and Lin, 2002 ; Ghosh and Karin, 2002 ; Heyninck and Beyaert, 2005). 

Etant donné l’importance des fonctions biologiques régulées par NF-κB, une 

activation aberrante de ce facteur de transcription joue un rôle critique dans le développement 

et la progression de cancers. Cela crée un lien mécanistique entre inflammation et cancer. 

L’étude des diverses voies d’activation du NF-κB (détaillées aux paragraphes 7.7) permet de 

fournir des cibles attractives pour de nouvelles approches préventives et thérapeutiques 

(Karin, 2006 ; Escarcega, 2007). 

 

7.4. Les protéines NF-κB/Rel 

La famille de protéines NF-κB/Rel comporte cinq membres chez les mammifères 

(Figure 14) : NF-κB1/p50 (et son précurseur p105), NF-κB2/p52 (et son précurseur p100), 

p65 (RelA), RelB et c-Rel. Le NF-κB est composé d’homo- ou d’hétérodimères formés de 

combinaisons variées de ces cinq sous-unités, dont le plus commun et le plus étudié est le 

dimère p50/p65 (Baldwin, 1996 ; Ghosh et al., 1998). Chaque membre est important même si 

une certaine redondance de fonction est envisagée au vue des résultats d’études génétiques. 

En effet, à l’exception de p65 qui semble indispensable à la survie cellulaire, les protéines 

NF-κB sont capables de compenser l’absence de l’une d’entre elles (Gerondakis et al., 2006). 

Chaque membre de la famille NF-κB/Rel contient, dans sa partie N-terminale, un 

domaine d’homologie Rel (RHD, Rel Homology Domain) de +/- 300 acides aminés. Ce 

domaine contient le signal de localisation nucléaire (NLS) et est responsable de la liaison à 

l’ADN (Figure15), de la dimérisation et de l’association avec IκB. Dans un complexe du NF-

κB, chacune des protéines apporte une partie du site de liaison à l’ADN. La séquence 

consensus de liaison sur laquelle se lie NF-κB est constituée de 10 paires de bases 5’-

GGGRNNYYCC-3’ (où R est une purine, Y une pyrimidine et N n’importe quelle base) qui 

peut varier légèrement. Ces deux éléments conduisent à la liaison préférentielle de certains 

dimères pour certains sites NF-κB contenus dans les promoteurs de gènes et confèrent une 

spécificité de réponse différente d’un gène à l’autre (Ghosh et al., 1998 ; Jacobs and Harrison, 

1998 ; Chen et al., 1998 ; Karin and Ben-Neriah, 2000 ; Hayden and Ghosh, 2004). 
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Les protéines NF-κB ont été groupées en deux classes. La première comprend NF-

κB1 et NF-κB2 qui sont exprimés, respectivement, sous forme des précurseurs p105 et p100. 

Ils possèdent dans leur partie C-terminale des répétitions ankyrine servant de région 

d’interaction. Ce domaine est responsable de l’inhibition du dimère NF-κB duquel ils font 

partie. Ces précurseurs appartiennent donc à la famille des inhibiteurs IκBs. Pour former les 

protéines actives p50 et p52, les répétitions ankyrine doivent être clivées. La seconde classe 

comprend p65 (RelA), RelB et c-Rel qui ne subissent pas de phénomène de maturation 

protéolytique. Seuls les membres de la classe 2 possèdent un domaine transactivateur (TAD, 

transcription activation domain) situé dans la région C-terminale. Ce domaine est responsable 

de leur capacité à activer la transcription des gènes cibles. De cette manière, les homodimères 

p50/p50 et p52/p52 sont transcriptionnellement inactifs et peuvent même être répresseurs en 

empêchant, par compétition, des dimères transcriptionnellement actifs (p50/p65, p50/c-Rel, 

p65/p65, p65/c-Rel ou p52/RelB) de se lier à leur site κB sur l’ADN (Ghosh et al., 1998 ; 

Karin and Ben-Neriah, 2000 ; Hayden and Ghosh, 2004). 

 

7.5. Les protéines IκB 

L’aptitude du NF-κB à se fixer au site spécifique du promoteur de ces gènes cibles est 

dissimulée par la liaison à un inhibiteur de la famille IκB. Cette famille de protéines 

inhibitrices inclut les protéines IκBα, IκBβ, IκBγ, IκBε, Bcl-3 et les précurseurs p100 et p105 

chez les mammifères (Figure 16). Elles sont caractérisées par la présence de motifs ankyrine 

qui sont responsables de l’interaction avec le RHD du NF-κB. Cette interaction masque le 

signal de localisation nucléaire du facteur de transcription, contribuant à sa séquestration dans 

le cytoplasme. Les protéines IκBs les plus importantes pour la régulation du NF-κB chez les 

mammifères sont IκBα, IκBβ et IκBε car elles seules contiennent, dans leur partie N-

terminale, le domaine régulateur qui mène à la dégradation de la protéine IκB en réponse aux 

stimuli. Cette dégradation est fondamentale pour permettre l’activation inductible du NF-κB. 

En outre, IκBα et IκBβ possèdent, dans leur partie N-terminale, un domaine PEST,  impliqué 

dans le turnover de ces protéines (Ghosh et al., 1998 ; Karin and Ben-Neriah, 2000 ; Hayden 

and Ghosh, 2004). 
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Les protéines IκBs jouent également un rôle important dans l’arrêt de l’activation du 

facteur de transcription. En effet, l’expression des IκBs (à l’exception de IκBβ) est sous le 

contrôle de NF-κB. Lorsque ce dernier est activé, les IκBs sont néosynthétisés. Elles peuvent 

entrer dans le noyau, décrocher le NF-kB fixé sur l’ADN et, dans le cas d’IκBα, retourner 

dans le cytoplasme en l’entraînant avec elle. Ce retrait est rendu possible car l’affinité du NF-

κB est plus grande pour IκB que pour l’ADN (Karin and Ben-Neriah, 2000).  

 La protéine IκBα de 37 kDa est particulièrement importante dans les phénomènes de 

séquestration cytoplasmique de NF-κB. Elle est formée de trois domaines. Le domaine 

régulateur N-terminal contient des sérines (Ser32 et 36), une tyrosine (Tyr42) 

phosphorylables et des lysines (Lys21 et 22) ubiquitinables. Ces différents résidus sont 

impliqués dans la dégradation induite de la protéine. Le domaine central comporte des  

répétitions ankyrine nécessaires à l’interaction avec le dimère. Et le domaine C-terminal est 

riche en proline, glutamate, sérine et thréonine, couramment appelé région PEST. Elle est 

impliquée dans le turnover de la molécule. 

 Les protéines NF-κB1 et NF-κB2 sont synthétisées sous forme de précurseurs p105 et 

p100 respectivement. Afin d’obtenir des protéines p50 et p52 actives, les parties C-terminales 

de p105 et p100 sont partiellement clivées par le protéasome. La reconnaissance du site de 

clivage des deux précurseurs est réalisée grâce à une région riche en glycines (GRR, Glycin 

Rich Region). Le précurseur p100 est majoritairement associé à RelB, même s’il existe 

également des dimères p100(p52)/p65 ou p100(p52)/c-Rel. La protéolyse de p100 en p52 peut 

être stimulée par la LTβ, le BAFF (B-cell Activating Fator) et la CD40 selon une voie 

alternative qui est détaillée au paragraphe 7.7.2. Par contre, le précurseur p105 est 

constitutivement protéolysé en p50. Cependant, après stimulation des cellules, p105 est 

complètement dégradé par le protéasome, libérant un homodimère p50 qui lui était alors 

associé (Solan et al., 2002 ; Beinke and Ley, 2004 ; Dejardin, 2006). 

 

7.6. Complexe IKK (IκB Kinase) 

La dégradation d’IκBα, nécessaire à l’activation classique du NF-κB, fait suite à une 

série d’événements dont la phosphorylation de deux sérines (32 et 36) situées dans la région 

N-terminale d’IκBα par un complexe multiprotéique de 700-900 kDa, appelé complexe IKK 
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(IκB Kinase). Ce complexe est principalement constitué de deux sous-unités catalytiques 

IKK α (IKK1) et IKKβ (IKK2), et d’une sous-unité régulatrice IKKγ (NEMO, NF-κB 

Essential Modulator) (DiDonato et al., 1997 ; Mercurio et al., 1997 ; Karin and Ben-Neriah, 

2000).  

 

7.6.1. Structure des IKKs 

IKK α et IKKβ sont des Ser/Thr kinases de 85 et 87 kDa, respectivement, qui partagent 

50% d’homologie de séquences (Figure 17). Elles possèdent un domaine kinase dans leur 

partie N-terminale (avec la lysine 44) indispensable à la phosphorylation et à la dégradation 

de IκBα. La dimérisation de ces deux kinases, médiée par un domaine « leucine zipper » 

central, est requise pour leur activité kinase. Le domaine hélice-boucle-hélice en région C-

terminale leur confère une activité kinase maximale. Cette région C-terminale contient 

également une courte séquence conservée (Leu-Asp-Trp-ser-Trp-Leu, NDB pour NEMO-

binding Domain) permettant le liaison de IKKα et IKKβ avec NEMO. Cependant, l’affinité 

d’IKK β pour NEMO est plus forte que celle d’IKKα (May et al., 2002 ; Hayden and Ghosh, 

2004 ; Scheidereit, 2006 ; Drew et al., 2007). En outre, le domaine kinase d’IKKα contient un 

NLS suggérant un rôle nucléaire décrit au paragraphe 7.6.2.2 (Sil et al., 2004). De son côté, 

IKK β comporte un domaine « ubiquitin-like » crucial pour son activité (Carter et al., 2003 ; 

May et al., 2004). 

 NEMO est une protéine de 48 kDa qui ne possède pas d’homologie avec IKKα et 

IKK β (Figure 17). Elle contient un domaine à doigt de zinc dans sa partie C-terminale, un 

domaine « leucin zipper », deux domaines « coiled-coil » et deux hélices α. L’interaction 

avec IKKα et IKKβ dépend du domaine KBD (Kinase-Binding Domain) de la région N-

terminale, alors que la partie C-terminale médie le recrutement des kinases impliquées dans la 

modulation de l’activité du complexe IKK (Hayden and Ghosh, 2004 ; Scheidereit, 2006). 

 La majorité des complexes semble formée d’un hétérodimère d’IKKα et IKKβ associé 

avec un homodimère de NEMO. Il existe néanmoins d’autres combinaisons de ces sous-

unités, comme de simples homodimères d’IKKα ou des homodimères d’IKKβ liés à des 

homodimères de NEMO. Ces différents types de complexes seraient dépendant du type 
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cellulaire et de l’activité biologique (Miller and Zandi, 2001 ; Senftleben et al., 2001 ; 

Quirling et al., 2004). 

D’autres protéines sont connues pour interagir avec le complexe IKK et moduler son 

activité. C’est le cas de HSP90 (Heat Shock Protein 90) et de sa co-chaperone Cdc37 (Cell 

Division Cycle 37) qui interagissent directement  et de manière transitoire avec le domaine 

kinase d’IKKα et IKKβ. Ces protéines sont essentielles à l’assemblage du complexe et à son 

activation en réponse au TNFα (Chen et al., 2002 ; Broemer et al., 2004 ; Scheidereit, 2006 ; 

Hinz et al., 2007). La protéine ELKS, riche en résidus E, L, K et S, participe également à 

l’activation du complexe IKK, soit de manière globale en recrutant IκBα, soit de façon plus 

ciblée en coordination avec ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated), suite aux dommages à 

l’ADN (Ducut Silaga et al., 2004 ; Wu et al., 2006 ; Scheidereit, 2006). Par contraste, il existe 

aussi des protéines interagissant avec le complexe afin de réguler négativement son activité, 

comme HSP27 et HSP70 (Park et al., 2003 ; Ran et al., 2004). 

 

7.6.2. Activités des IKKs 

L’activation du complexe IKK par la cytokine pro-inflammatoire TNFα dépend de la 

phosphorylation de deux sérines du domaine catalytique, les sérines 176 et 180 pour IKKα et 

les sérines 177 et 181 pour IKKβ. Cependant, IKKβ est essentiel pour la phosphorylation 

inductible d’IκBα, tandis qu’IKKα ne l’est pas. Dans ce type de complexe, le rôle d’IKK α est 

plutôt de moduler l’activité d’IKKβ (Delhase et al., 1999 ; O’Mahony et al., 2000 ; 

Yamamoto et al., 2000). Plusieurs kinases ont démontré, par des expériences de 

surexpression, leur pouvoir d’activation du complexe IKK par phosphorylation. C’est la cas 

de NIK (NF-κB-Inducing Kinase), MEKK1 {Mitogen-activated protein/Extracellular signal-

regulated kinase (ERK) Kinase Kinase1}, MEKK3, TAK1 (TGF-β-Activating Kinase 1) et 

NAK (NF-κB Activating Kinase) (Hayden and Ghosh, 2004 ; Scheidereit, 2006 ; 

Shambharkar et al., 2007). De manière alternative, les IKKs ont la capacité de s’activer par 

transautophosphorylation (Tang et al., 2003). 
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7.6.2.1. Rôle d’IKKβ 

A côté de son activité principale de phosphorylation d’IκBα, IKKβ, de même 

qu’IKK α, phosphoryle p65 sur la sérine 536 afin de favoriser son pouvoir transactivateur 

nécessaire à la transcription des gènes dépendant du NF-κB (Sakurai et al., 2003 ; Chen and 

Greene, 2004). En outre, IKKβ cible également NEMO dans le but de réguler l’activité du 

complexe (Prajapati and Gaynor, 2002 ; Carter et al., 2003). Cette phosphorylation de NEMO 

sur la sérine 68 se situe dans son domaine de liaison aux IKKs (KBD). Elle atténue la 

dimérisation N-terminale de NEMO, l’interaction entre IKKβ et NEMO ainsi que l’activité 

d’IKK α. Néanmoins, elle n’abolirait pas complètement l’activation du complexe IKK, mais 

servirait plutôt à ajuster l’activité du complexe et donc du NF-κB (Palkowitsch et al., 2008). 

 

7.6.2.2. Rôle d’IKKα 

Quant à IKKα, il possède une activité cruciale en tant que homodimère d’IKKα dans 

une voie alternative d’activation du NF-κB (détaillée au paragraphe 7.7.2). En effet, il est 

impliqué dans la maturation protéolytique de p100 en p52 (Senftleben et al., 2001 ; Dejardin, 

2006). En outre, IKKα exerce des fonctions nucléaires impliquées dans l’activation de 

l’expression des gènes dépendant du NF-κB, confortant la présence d’un NLS dans son 

domaine kinase. Il est responsable de la phosphorylation de protéines histoniques et non-

histoniques (Sil et al., 2004 ; Gloire et al., 2006a).  

En effet, plusieurs études ont démontré le recrutement d’IKKα sur le promoteur des 

gènes cibles du NF-κB, dont iκbα, suite à une stimulation au TNFα. Pour rappel (cfr 

paragraphe 3), l’histone H3 est phosphorylée sur la sérine 10 par IKKα, permettant 

l’interaction avec CBP qui est responsable de l’acétylation de l’histone H3 sur la lysine 14 

(Anest et al., 2003 ; Yamamoto et al., 2003 ; Park et al., 2006 ; Gloire et al., 2006a).  

De plus, la transcription des gènes médiée par NF-κB (notamment ciap-2 et il-8) 

requiert la phosphorylation par IKKα du co-répresseur SMRT sur la sérine 2410. Cela 

entraîne la dé-répression des gènes par un export nucléaire du complexe co-répresseur 

SMRT/HDAC3 (Figure 18). Ensuite, IKKα cible p65 pour une phosphorylation de la sérine 



Introduction 31 

536 favorisant son acétylation sur la lysine 310 par CBP. La transcription peut alors avoir 

lieu. (Hoberg et al., 2004  Hoberg et al., 2006 ; Gloire et al., 2006a).  

Le groupe de Huang (2007) a démontré qu’IKKα augmente l’activité HAT de CBP en 

le phosphorylant sur les sérines 1382 et 1386. Cela favorise l’interaction de CBP avec p65 et 

l’expression des gènes dépendant du NF-κB. Par contre, l’interaction avec p53 est diminuée et 

la transcription des gènes médiés par p53 sont inhibés. Cette phosphorylation de CBP par 

IKK α favorise donc la croissance cellulaire en dépit de l’apoptose (Huang et al., 2007 ; 

Tergaonkar and Perkins, 2007). En outre, IKKα est également requis pour la liaison de p65 

sur certains promoteurs (icam-1 et mcp-1) et pour le retrait d’HDAC3, alors que d’autres 

promoteurs (iκbα) ne nécessitent pas IKKα (Gloire et al., 2007).  

Le rôle nucléaire d’IKKα est donc crucial dans plusieurs étapes de la transcription des 

gènes dépendant du NF-κB. 

 

7.6.2.3. Rôle de NEMO 

NEMO est indispensable à l’activation du complexe IKK, étant donné qu’en son 

absence, il n’y a pas d’activation du complexe classique (Yamaoka et al., 1998 ; Scheidereit, 

2006). L’oligomérisation de NEMO facilite le positionnement et l’assemblage dynamique de 

l’hétérodimère IKKα/IKK β ainsi que l’activation du complexe (Tegethoff et al., 2003 ; Agou 

et al., 2004 ; Fontan et al., 2007). En outre, son ubiquitination non dégradative sur la lysine 

63 représente un événement critique (Tang et al., 2003 ; Chen, 2005 ; Israël, 2003 ; 

Shambharkar et al., 2007). A ce rôle cytoplasmique dans le complexe IKK s’ajoute un rôle 

nucléaire. En effet, NEMO a la capacité de migrer librement entre le cytoplasme et le noyau 

où il exerce plusieurs fonctions. Il entre tout d’abord en compétition avec IKKα et p65 pour la 

liaison au co-activateur transcriptionnel CBP. L’expression des gènes dépendant du NF-κB 

sont alors réprimés (Verma et al., 2004). Un second rôle nucléaire a été mis en évidence pour 

NEMO. Suite à des dommages à l’ADN, NEMO subit un bon nombre de modifications post-

traductionnelles (sumoylation, phosphorylation, ubiquitination) dans le noyau et interagit avec 

ATM. Ce complexe NEMO/ATM est alors redirigé vers le cytoplasme où il va permettre 

l’activation du complexe IKK via l’intervention de ELKS (Sebban et al., 2006 ; Habraken and 

Piette, 2006 ; Gloire et al., 2006a). 
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7.7. Mécanismes d’activation du NF-κB 

Il existe différentes voies d’activation du NF-κB, dépendant de l’inducteur en cause, 

qui induisent une multitude de cibles. Nous nous sommes intéressés à trois types de voies 

(Figure 19) (Imbert et al., 1996 ; Karin and Ben-Neriah, 2000 ; Pomerantz and Baltimore, 

2002 ; Storz and Toker, 2003 ; Dejardin, 2006 ; Gloire et al., 2006b) : (i) la voie classique ou 

« canonique », induite notamment par le TNFα, l’IL-1 β, le LPS ou le PMA, (ii) la voie 

alternative, médiée par la LTβ, BAFF ou le CD40, (iii) les voies atypiques, activées par un 

stress oxydant comme le peroxyde d’hydrogène (H2O2) et le pervanadate de sodium (PV). 

 

7.7.1. Voie classique ou « canonique » d’activation du NF-κB 

La voie canonique induite par le TNFα, l’IL-1 β, le LPS ou le PMA, bien qu’initiée à 

partir de récepteurs différents, converge vers le complexe IKK, composé d’un hétérodimère 

d’IKK α et IKKβ et d’un homodimère de NEMO (Figure 19). Dans les cellules non induites, 

IκBα séquestre NF-κB dans le cytoplasme en masquant son NLS. Dans les minutes qui 

suivent la stimulation par ces inducteurs, le complexe IKK est activé par phosphorylation de 

sérines dans les domaines catalytiques de ses sous-unités IKKα et IKKβ. Il s’en suit une 

phosphorylation spécifique d’IκBα sur les sérines 32 et 36 par le complexe IKK qui permet sa 

polyubiquitination sur les lysines 21 et 22 (Traenckner et al., 1995 ; Rodriguez et al., 1996). 

IκBα est alors dégradé par le protéasome 26S. Le NF-κB libéré se dirige vers le noyau pour 

activer la transcription de ses gènes cibles. Parmi ceux-ci, on retrouve le gène codant pour la 

protéine IκBα, qui lorsqu’elle est nouvellement synthétisée, retourne dans le noyau afin de 

décrocher NF-κB de l’ADN. En effet, l’affinité du NF-κB pour IκBα est plus forte que pour 

l’ADN. Ce processus entraîne la terminaison du signal en exportant du noyau le complexe 

IκBα/NF-κB. En outre, un mécanisme de dégradation du p65 lié à l’ADN a été mis en 

évidence favorisant la terminaison de la transcription (Karin and Ben-Neriah, 2000 ; Hayden 

and Ghosh, 2004 ; Saccani et al., 2004). 

Malgré la convergence de cette voie canonique vers le complexe IKK, chaque 

inducteur initie des événements différents en amont de ce complexe. Dans ce travail, nous 

avons étudié les cas du TNFα, de l’IL-1β et du PMA. 
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 7.7.1.1. Activation du NF-κB par le TNFα 

 Le TNFα est une cytokine pro-inflammatoire qui joue le rôle de médiateur crucial 

dans l’inflammation, l’immunité, la prolifération, la différenciation et l’apoptose. Il exerce ses 

effets à travers la liaison à deux récepteurs distincts, TNF-R1 (TNF Receptor type 1) et TNF-

R2 qui font partie de la superfamille des récepteurs au TNF (TNF-R) (Baud and Karin, 2001 ; 

Chen and Goeddel, 2002).  

Cette superfamille regroupe un grand nombre de récepteurs, notamment ceux du FasL 

(Fas Ligand), de RANKL (Receptor-Activator of NF-κB Ligand), TRAIL (TNF-Related 

Apoptosis-Inducing Ligand), de la LTβ, de BAFF, du CD40L et TWEAK (TNF-like Weak 

inducer of apoptosis) (Baud and Karin, 2001 ; Claudio et al., 2002 ; Saitoh et al., 2003).  

Ces récepteurs n’ont pas d’activité enzymatique intrinsèque. La transmission du signal 

est donc réalisée par le recrutement de molécules intracellulaires adaptatrices. Ces molécules 

activent des protéines effectrices qui, à leur tour, activent des caspases et des facteurs de 

transcription, NF-κB et AP-1 (Activating Protein-1) (Baud and Karin, 2001 ; Hayden and 

Ghosh, 2004). 

L’activation du NF-κB suite à la liaison du TNFα au TNF-R1 est réprésentée à la 

figure 20. Cette liaison induit la trimérisation du récepteur et la dissociation de SODD 

(Silencer Of Death Domain) du récepteur. Ce processus entraîne le recrutement de plusieurs 

protéines au niveau du domaine cytoplasmique du récepteur. La première protéine a être 

recrutée au TNF-R1 est TRADD (TNF-R-Associated Death Domain). Cette interaction 

fournit un point d’encrage pour d’autres protéines telles que RIP (Receptor Interacting 

Protein), TRAF2 (TNF Related Associated Factor 2), TAK1 (Transforming Growth Factor-β-

Activated Kinase 1) et FADD (Fas-Associated Death Domain). Ces dernières recrutent des 

enzymes clés pour l’initiation de deux types complexes de signalisation impliquées tout 

d’abord dans les cascades de MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) et l’activation du 

complexe IKK, ensuite dans l’apoptose (Chen and Goeddel, 2002 ; Blonska et al., 2005 ; 

Shen and Pervaiz, 2006). 

Le complexe I, lié à la membrane plasmique, comprend le TNF-R1, TRADD, RIP et 

TRAF2. La protéine TRAF2 permet le recrutement des IKKs au TNF-R1, et RIP est 

responsable de l’activation du complexe. Ces événements conduisent à l’activation du NF-κB 



Introduction 34 

et à l’expression de ces gènes cibles. Ce complexe I participe également à l’activation de la 

cascade des MAPK. Le complexe II cytoplasmique contient TRADD, RIP, FADD et la 

caspase-8. Il est essentiel à l’apoptose induite par le TNFα via la cascade des caspases (Shen 

and Pervaiz, 2006). Le TNF-R1 est donc capable d’entraîner deux réponses opposées : la 

survie et l’apoptose. L’ubiquitination de RIP permet de réguler le changement entre ces deux 

voies (O’Donnell et al., 2007). 

 

 7.7.1.2. Activation du NF-κB par l’IL-1β 

 La famille des récepteurs Toll/interleukin (TIR) comprend deux groupes de 

protéines transmembranaires, qui partagent des propriétés structurelles et fonctionnelles. Ces 

récepteurs possèdent en commun un domaine cytoplasmique conservé appelé TIR (Toll/IL-

1R), comportant trois régions hautement homogues (Box1, 2 et 3) (Figure 21a). Les membres 

de la sous-famille des récepteurs à l’IL-1 (IL-1R) sont caractérisés par trois domaines 

extracellulaires Ig (Immunoglobulin)-like. Les membres de la sous-famille des TLR (Toll-

Like Receptor) reconnaissent les signaux d’alarme dérivant de microorganismes pathogènes 

(LPS) ou de l’hôte lui-même. Ils contiennent des répétitions riches en leucine dans leur partie 

extracellulaire (Martin and Wesche, 2002 ; Akira and Takeda, 2004). 

La liaison de l’IL-1β sur le récepteur de la famille TIR entraîne l’association au 

récepteur de MyD88 (Myeloid Differenciation primary-response protein 88) qui à son tour 

recrute IRAK4 (IL-1R-Associated Kinase 4) (Figure 21b). Ce complexe permet la fixation de 

IRAK1, qui se fait phosphoryler par IRAK4, et de TRAF6. IRAK1 phosphorylé et TRAF6 se 

dissocient alors du récepteur et forment un complexe avec TAK1, TAB1 (TAK1-binding 

protein) et TAB2. TAK1 et TAB2 sont alors phosphorylés et IRAK1 dégradé. Le complexe 

restant TRAF6/TAK1/TAB1/TAB2 migre alors dans le cytoplasme où TRAF6 se fait 

ubiquitiner. TAK1 ainsi activé phosphoryle les MAPK et le complexe IKK, permettant 

l’activation du NF-κB (Martin and Wesche, 2002 ; Hayden and Ghosh, 2004 ; Akira and 

Takeda, 2004). 
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 7.7.1.3. Activation du NF-κB par le PMA 

 Les esters de phorbol, comme le PMA, ont été décrits à l’origine comme des 

inducteurs de tumeur. En outre, ces agents peuvent moduler un grand nombre de processus 

cellulaires tels que la croissance, la différenciation, l’apoptose et la transcription des gènes, et 

ce, via la voie de signalisation des PKC (Protein Kinase C) (Jaken, 1996 ; Parekh et al., 

2000). Le PMA diffuse à travers la membrane cellulaire et mime le diacylglycérol qui est 

l’activateur endogène des PKC. Il a été utilisé comme modèle pour l’analyse de mécanismes 

potentiels de la modulation de la croissance et de la différenciation cellulaires de nombreux 

types cellulaires (Steffan et al., 1995 ; Legrand-Poels et al., 1997 ; Lee et al., 2002 ; Wang et 

al., 2004). 

 Lors d’une induction au PMA qui mime la co-stimulation TCR/CD28 (T Cell 

Receptor/Cluster of Differenciation 28) des lymphocytes T, l’activation des IKKs implique 

l’activité de la PKCӨ (Su et al., 1994 ; Lin et al., 2000). Une kinase supplémentaire aux IKKs 

classiques a été mise en évidence, IKKε (Peters et al., 2000). Elle est responsable de la 

phosphorylation d’IκBα sur les deux sérines en réponse à une induction au PMA ou à une 

stimulation du TCR. De plus, NEMO est nécessaire à l’activation de TRAIL induite par le 

PMA (Siegmund et al., 2001). Plus précisément, l’activation du NF-κB suite à une 

stimulation au PMA requiert son domaine à doigt de zinc (Shefira and Horwitz, 2008). 

  

7.7.2. Voie alternative d’activation du NF-κB 

Un mécanisme alternatif d’induction de l’activité du NF-κB a été mis en évidence. Il 

se base sur la protéolyse inductible de p100, réalisée de manière dépendante d’IKKα et  

indépendante d’IKKβ et NEMO. Cette voie peut être stimulée par les inducteurs suivants : la 

LTβ, BAFF, CD40L et TWEAK. Les récepteurs spécifiques de ces ligands sont des membres 

de la superfamille des récepteurs au TNF. Ils contrôlent des processus cruciaux pour 

l’immunité et pour le développement des organes lymphoïdes secondaires (Senftleben et al., 

2001 ; Claudio et al., 2002 ; Coope et al., 2002 ; Saitoh et al., 2003 ; Bonizzi and Karin, 

2004 ; Dejardin, 2006). 

Lorsqu’un de ces ligands se lie à son récepteur, la voie alternative est activée (Figure 

19). La protéine NIK (NF-κB-inducing kinase) phosphoryle un homodimère d’IKKα. Cet 



Introduction 36 

homodimère ainsi activé phosphoryle p100 dans la partie C-terminale qui comporte des 

répétitions ankyrine. Une ubiquitination subséquente entraîne p100 vers le protéasome pour 

une dégradation partielle. Le p52 obtenu après cette maturation est activé et peut ainsi migrer 

vers le noyau pour réguler la transcription. En général, p100/p52 est lié à RelB. Une 

connexion avec la voie classique et le complexe IKK permet la reconstitution du pool 

cytoplasmique de p100 (Dejardin et al., 2002 ; Dixit and Mak, 2002 ; Pomerantz and 

Baltimore, 2002 ; Solan et al., 2003). 

 

7.7.3. Voies atypiques d’activation du NF-κB induites par un stress oxydant 

 On parle de situation de stress oxydant lorsque la concentration en espèces réactives 

de l’oxygène (ROS), comme le peroxyde d’hydrogène (H2O2), l’anion superoxyde (O2
-) et le 

radical hydroxyl (OH-), dépasse les capacités anti-oxydantes de la cellule. Ces hautes 

concentrations en ROS, générées lors des maladies inflammatoires chroniques ou aigües ou 

lors de stress environnementaux, sont cytotoxiques. Elles peuvent en effet causer des 

dommages importants aux macromolécules, comme la peroxidation des lipides, l’oxydation 

des acides aminés (particulièrement des cystéines) et des cassures dans l’ADN. Si elles ne 

sont pas générées en trop grandes quantités, les ROS peuvent être utilisées comme seconds 

messagers par la cellule dans de nombreuses voies de signalisation, comme celles induites 

lors des réponses immunitaires et inflammatoires (Nordberg and Arner, 2001 ; Haddad, 2004 ; 

Gloire et al., 2006b). 

Le stress oxydant est intimement lié à l’activation du NF-κB (Li and Karin, 1999) : 

• L’ajout direct de H2O2 dans le milieu de culture provoque l’activation du NF-κB dans 

différents types cellulaires (Canty et al., 1999 ; Josse et al., 2001 ; Takada et al., 2003) 

• Certains agents qui activent le NF-κB, comme le TNFα conduisent à la production de 

ROS intracellulaires (Oka et al., 2000 ; Kamata et al., 2005) 

• Des composés, tels que le PDTC (Pyrrolidine Dithiocarbamate) et la NAC (N-acetyl-

L-cyteine) possèdant des propriétés anti-oxydantes suppriment l’activation du NF-κB 

(Meyer et al., 1993 ; Oka et al., 2000) 
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Les mécanismes d’activation du NF-κB par un stress oxydant peuvent varier en 

fonction du type cellulaire étudié (cellules T ou épithéliales) et du stress induit (H2O2 ou 

pervanadate) (Figure 22) (Gloire et al., 2006b). Le pervanadate est un puissant inhibiteur de 

protéine tyrosine phosphatase (PTP) par oxydation de cystéines contenues dans leur site 

catalytique (Huyer et al., 1997). Par son action, il favorise l’activité des tyrosine kinases, 

donne lieu à une augmentation de la concentration intracellulaire en Ca2+, à l’activation du 

NF-κB et des MAPK (Imbert et al., 1994 ; Zhao et al., 1996). C’est aussi un composé 

insulino-mimétique par sa capacité à médier l’action métabolique de l’insuline à travers 

l’activation de ERK1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinase 1/2), de la PI3K 

(Phosphatitylinositol 3-Kinase) et la PKB/Akt (Protein Kinase B) (Tsiani et al., 1998 ; 

Srivastava and Mehdi, 2004).  

La première voie a été mise en évidence dans les cellules T Jurkat stimulées au 

pervanadate de sodium (PV) (Imbert et al., 1996). Elle implique une phosphorylation d’IκBα 

sur la tyrosine 42 sans activation du complexe IKK. Selon le type cellulaire, cette 

phosphorylation provoque soit la dissociation du NF-κB (Imbert et al., 1996), soit la 

dégradation d’IκBα (Mukhopadhyay et al., 2000). La dissociation d’IκBα du dimère NF-κB, 

observée dans les cellules T Jurkat, dépend de la sous-unité régulatrice de la PI3K (Béraud et 

al., 1999). La dégradation d’IκBα dans les cellules épithéliales HeLa proviendrait de 

l’intervention du protéasome mais également de la calpaïne, protéase dépendante du calcium 

(Mukhopadhyay et al., 2000). 

L’activation du NF-κB après phosphorylation d’IκBα sur tyrosine est également 

détectée après stimulation par le H2O2 (Schoonbroodt et al., 2000 ; Takada et al., 2003). En 

outre, dans les cellules T, les sérines et thréonine de la région PEST de l’inhibiteur sont la 

cible de phosphorylations supplémentaires. La dégradation d’IκBα associée est indépendante 

du protéasome. Elle se baserait uniquement sur une digestion par le calpaïne (Schoonbroodt et 

al., 2000). 

Plusieurs tyrosine kinases sont importantes pour la phosphorylation d’IκBα sur la 

tyrosine 42 : (i) les kinases p56LCK et ZAP-70 dans les cellules T Jurkat suite à une 

stimulation au PV (Livolsi et al., 2001), (ii) la kinase c-Src dans les cellules HeLa induites par 

hypoxie/réoxygénation ou un traitement au PV (Fan et al., 2003), (iii) la kinase Syk dans les 

cellules T Jurkat après traitement au H2O2 (Figure 22) (Takada et al., 2003). 
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Le second type de voie engendré par un stress oxydant fait intervenir le complexe 

IKK. En effet, la stimulation des cellules HeLa par le H2O2 active le complexe IKK par 

phosphorylation de sérines dans le domaine kinase (Kamata et al., 2002). Cependant, ce ne 

sont pas exactement les mêmes sérines que lors de l’activation de la voie classique. Les 

sérines 176 d’IKKα et 177 d’IKKβ ne sont pas requises, tandis que les sérines 180 d’IKK α et 

181 d’IKKβ sont indispensables. En outre, la PKD (Protein Kinase D) semble responsable de 

cette activation du complexe IKK. Sous l’effet du H2O2, c-Src activé induit la 

phosphorylation sur la tyrosine 463 de la PKD par Abl. Le domaine catalytique étant alors 

exposé, la PKCδ phosphoryle la PKD sur les sérines 738 et 742 (Figure 22) (Storz and Toker, 

2003 ; Storz et al., 2004).   

Récemment, notre laboratoire (Gloire et al., 2006c) a mis en évidence une lipide 

phosphatase, SHIP-1 (SH2-containing inositol 5’-phosphatase 1) requise pour l’activation du 

complexe IKK dans les cellules T suite à une stimulation au H2O2. Dans le cas des cellules T 

déficientes en SHIP-1 telles que les Jurkat, l’activation du NF-κB ne passe pas par le 

complexe IKK. Les kinases p56LCK, ZAP70 et Syk prennent le relais en phosphorylant IκBα 

sur la tyrosine 42. Par contre, pour les cellules contenant SHIP-1, comme les Jurkat JR et les 

CEM, le H2O2 induit l’activation des IKKs via l’intervention de SHIP-1 (Figure 22) (Gloire et 

al., 2006b-c). 

 

7.8. Modifications post-traductionnelles du NF-κB 

La régulation de l’activation du NF-κB est déterminante au vue des impacts divers sur 

les processus cellulaires. Elle comprend de nombreuses modifications post-traductionnelles, 

comme la phosphorylation, l’acétylation, l’ubiquitination, la sumoylation, la neddylation, la 

nitration de tyrosine et la nitrosylation de cystéine (Amir et al., 2002 ; Marshall et al., 2004 ; 

Park et al., 2005 ; Gao et al., 2006 ; Perkins, 2006 ; Yakovlev et al., 2007 ; Mabb and 

Miyamoto, 2007). 

La phosphorylation et l’acétylation de p65 sont les mieux connues à ce jour. Elles 

jouent un rôle crucial dans la régulation de son activité et ainsi modulent l’intensité et la durée 

de l’activation du NF-κB. Après la dégradation d’IκBα, p65 subit des processus de 

phosphorylation, au niveau du cytoplasme ou du noyau, mais également d’acétylation dans le 
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noyau (Schmitz et al., 2001 ; Vermeulen et al., 2002 ; Campbell and Perkins, 2004 ; Chen and 

Greene, 2004). 

 

7.8.1. Phosphorylation de p65 

 Il existe plusieurs sites de phosphorylation de p65 ciblés par des kinases dont l’activité 

varie en fonction de leur localisation cellulaire et du stimulus. Les principaux sites sont situés 

dans le domaine d’homologie Rel (sérines 276 et 311) et dans le domaine de transactivation 

(sérines 529 et 536) (Figure 23). La sérine 311 est phosphorylée par la PKCζ, alors que la 

CKII (casein kinase II) contrôle la phosphorylation de la sérine 529 (Duran et al., 2003 ; 

Wang et al., 2000). Les deux autres résidus ont fait l’objet d’études plus détaillées. 

 Deux kinases sont responsables de la phosphorylation de la sérine 276. La sous-unité 

catalytique de la PKA (PKAc) cible ce résidu dans le cytoplasme des cellules induites au LPS. 

(Zhong et al., 1997). D’un autre côté, une stimulation au TNFα entraîne l’activation de la 

MSK1 qui phosphoryle la sérine 276 de p65 dans le noyau (Vermeulen et al., 2003). 

 En réponse à différents stimuli, tels que l’IL-1β, le LPS, et le TNFα, la sérine 536 est 

phosphorylée par un grand nombre de kinases: IKKα, IKKβ, IKKε, TBK1 {TRAF family 

member-associated (TANK)-binding kinase 1} et RSK1 (Ribosomal Subunit 6 Kinase 1). La 

phosphorylation de ce résidu est indispensable au potentiel transactivateur de p65 (Sakurai et 

al., 1999 ; Sakurai et al., 2003 ; Buss et al., 2004 ; Mattioli et al., 2004 ; Bohuslav et al., 

2004 ; Adli and Baldwin, 2006). 

 Ces modifications de p65 favorisent son activité transactivatrice des gènes cibles en 

permettant l’interaction avec le co-activateur CBP/p300 et l’acétylation subséquente de p65. 

En effet, le statut de phosphorylation du NF-κB détermine son association avec un co-

activateur (CBP/p300) ou un co-répresseur (HDAC1) (Sheppard et al., 1999 ; Zhong et al., 

2002 ; Chen et al., 2005). Une étude récente démontre que la transcription du gène iκbα 

dépendante NF-κB et induite par le TNFα est sujette à la régulation d’un équilibre dynamique 

entre les co-activateurs et co-répresseurs respectifs : SRC-1/SRC-2/SRC-3 et 

HDAC1/HDAC3/SMRT/NCoR (Gao et al., 2005). Pour rejoindre l’idée du dynamisme de la 

chromatine (cfr paragraphe 4.2), la liaison des co-activateurs, mais également des co-
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répresseurs, est nécessaire à cette activation du NF-κB, avec une prédominance des co-

activateurs. 

 

7.8.2. Acétylation de p65 

L’acétylation de p65 régule la durée d’activation du dimère NF-κB (Figure 24) 

(Vanden Berghe et al., 1999 ; Chen et al., 2003 ; Quivy and Van Lint, 2004). En effet, la 

sous-unité du NF-κB, p65, est acétylée par CBP/p300 mais la réponse biologique peut varier 

en fonction du résidu ciblé. L’acétylation de p65 sur les lysines 218, 221 et 310 augmente sa 

capacité à se lier à l’ADN et son activité transcriptionnelle, mais empêche l’association avec 

son inhibiteur IκBα. Dans ce cas, la désacétylation par HDAC3 entraîne la liaison du NF-κB 

avec IκBα, facilitant son export hors du noyau (Figure 25) (Chen et al., 2001, 2002 et 2004). 

Par contre, la modification des lysines 122 et 123 de p65 réduit son affinité pour l’ADN 

permettant sa liaison avec IκBα et son export nucléaire (Kiernan et al., 2003). En outre, p65 

interagit avec HDAC1 et HDAC2 afin de réguler de manière négative l’expression des gènes 

cibles (Ashburner et al., 2001). 

  

La figure 25 récapitule l’importance de la phosphorylation et l’acétylation de p65, 

mais également des histones, sur l’activation du NF-κB. L’activation des IKKs et la 

dégradation d’IκBα sont contrôlées par des cascades de signalisation en amont. Cependant, il 

est désormais évident que les formes nucléaires du NF-κB sont sujettes à une régulation 

étroite. Celle-ci implique des modifications post-traductionnelles du NF-κB lui-même mais 

aussi des histones situés aux environs des gènes cibles. La phosphorylation et l’acétylation de 

p65 sont requises pour générer un dimère NF-κB totalement actif. Il en va de même pour les 

histones dont les modifications post-traductionnelles entraîne des changements de 

conformation de la chromatine liés au contrôle de la transcription. C’est donc l’ensemble des 

modifications post-traductionnelles des protéines qu’il faut intégrer afin d’étudier la réponse 

transcriptionnelle. 
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OBJECTIFS 

 

La transcription des gènes dépend, entre autres, de phénomènes d’acétylation/ 

désacétylation des histones et de facteurs de transcription, comme NF-κB. Ces modifications 

sont étroitement contrôlées par un équilibre dynamique entre les HATs et les HDACs. Une 

perturbation de cet équilibre est souvent rencontrée dans les cellules tumorales. En effet, des 

gènes suppresseurs de tumeurs voient leur transcription réprimée à cause d’une activation ou 

d’un recrutement anormaux de HDACs. Plusieurs études ont démontré que les HDACi, 

induisant une hyperacétylation des protéines, possèdent un pouvoir anti-tumoral lors 

d’exposition prolongée (plus de 24 heures). Ils sont capables de réactiver l’expression génique 

et d’altérer la croissance des cellules cancéreuses (Johnstone, 2002 ; Burgess et al., 2004 ; 

Glozak et al., 2007).  

Les HDACi, tels que la TSA, semblent également pourvoir jouer un  rôle éventuel 

dans les thérapies contre le virus du HIV-1. En effet, les traitements actuels HAART (Highly 

Active Anti-Retroviral Therapy) ne permettent pas l’élimination des cellules infectées de 

manière latente. Une stratégie potentielle pour résoudre cet obstacle serait de purger les 

réservoirs cellulaires de virus en forçant l’expression virale dans ces cellules en latence. Le 

maintien de la thérapie HAART, fournissant notamment des inhibiteurs de la protéase virale, 

est indispensable afin de rendre inactifs les virus sortant de latence. La combinaison TNFα 

avec TSA a été proposée pour induire l’expression virale étant donné qu’elle active de 

manière synergique NF-κB au niveau du promoteur du LTR (Long Terminal Repeat) du HIV-

1 (Quivy et al., 2002 ; Demonté et al., 2004 ; Vandergeeten et al., 2007). 

Néanmoins, moins de 10% des gènes ont leur expression modifiée par la TSA, qui est 

pourtant un HDACi à large spectre d’action (Van Lint et al., 1996 ; Glaser et al., 2003, 

Hildmann et al., 2007). De plus, parmi ces 10%, l’expression des gènes est augmentée aussi 

bien que diminuée. Le contrôle des phénomènes d’acétylation est donc d’une complexité 

élevée et nécessite une étude approfondie des mécanismes de régulation.  

Nous avons décidé d’examiner les effets de la TSA sur l’activation du facteur de 

transcription NF-κB car il régule de l’expression de gènes impliqués dans la réponse immune, 

l’apoptose, la prolifération et la différenciation cellulaires.  



Objectifs  42 

Notre travail se base sur une étude visant à mettre en évidence les bases moléculaires 

de la synergie d’activation du NF-κB induites au niveau du promoteur du LTR du virus du 

HIV-1 par de courts traitements au TNFα et à la TSA (Adam et al., 2003). Cette analyse a 

démontré que le prolongement de l’activation du NF-κB provient d’un retard de réapparition 

d’IκBα dans le cytoplasme. Celui-ci est lié, du moins en partie, à une activité prolongée du 

complexe IKK ciblant IκBα vers la dégradation. 

Nous nous sommes intéressés à la mécanistique fondamentale de l’inhibition de 

HDAC sur plusieurs voies d’activation du NF-κB, afin de déterminer une uniformité ou une 

spécificité de chacune de ces signalisations.  

Dans la première partie, nous avons investigué les événements qui conduisent à la 

levée de l’inhibition du NF-κB dans le cytoplasme responsable de son activation. La voie 

classique a tout d’abord été analysée par induction avec les cytokines pro-inflammatoires 

TNFα et IL-1β, et avec l’ester de phorbol PMA. Cette voie requiert l’activité du complexe 

IKK et la phosphorylation d’IκBα sur les sérines 32 et 36. Ensuite, nous avons abordé la voie 

alternative qui induit l’activation d’un homodimère d’IKK α ainsi que la phosphorylation et la 

protéolyse partielle de p100. Enfin, les voies atypiques d’activation du NF-κB ont été 

investiguées après stimulation par deux types de stress oxydant : le H2O2 et le PV. Par 

inhibition des tyrosine phosphatases, ces stimuli favorisent l’activité de tyrosine kinases et la 

phosphorylation d’IκBα sur la tyrosine 42. 

Dans la seconde partie, nous avons focalisé notre attention sur deux types de voies 

d’activation, stimulées soit par le TNFα, soit par le PV. Ces inducteurs produisant tout deux 

un prolongement de l’activation du NF-κB par l’ajout de TSA, nous nous sommes intéressés 

aux mécanismes moléculaires impliqués dans les modifications épigénétiques de promoteurs 

tels que iκbα et icam-1. 
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RESULTATS 

 

Les résultats de ce travail ont été scindés en deux parties. La première partie traite de 

l’effet de la TSA sur différentes voies de signalisation du NF-κB ; la seconde partie propose 

une comparaison entre des stimulations au pervanadate de sodium (PV) et au TNFα, et met en 

évidence les mécanismes moléculaires intervenant lors de co-traitements avec la TSA. Ces 

données ont fait l’objet d’une publication intitulée :  

« Histone deacetylase inhibitor trichostatin A sustains sodium pervanadate-induced NF-κB 

activation by delaying IκBα mRNA resynthesis – comparison with TNFα ».          

Julie Horion, Geoffrey Gloire, Nadia El Mjiyad, Vincent Quivy, Linda Vermeulen, Wim 

Vanden Berghe, Guy Haegeman, Carine Van Lint, Jacques Piette and Yvette Habraken. 

 J Biol Chem. 2007 May 25;282(21):15383-93. Epub 2007 Apr 4. 
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PREMIÈRE PARTIE  : EFFET DE LA TSA SUR 

DIFFÉRENTES VOIES DE SIGNALISATION DU NF-κκκκB 

 

1. Introduction 

Notre programme de recherche fait suite à l’observation selon laquelle les inhibiteurs 

d’histone désacétylases entraînent un prolongement de l’activation du NF-κB induit par le 

TNFα (Adam et al., 2003). Nous avons voulu déterminer si les voies de signalisation du NF-

κB activées par d’autres inducteurs étaient similairement affectées. Nous avons donc comparé 

l’influence de la TSA, un inhibiteur d’histone désacétylase à large spectre d’action, sur 

diverses voies  d’activation du NF-κB : (i) la voie classique, requérant l’activation du 

complexe IKK, induite notamment par le TNFα, l’IL-1 β et le PMA, (ii) la voie alternative 

concernant l’homodimère IKKα, activée par la LTβ et (iii) des voies atypiques, impliquant de 

multiples tyrosine kinases, médiées par le H2O2 ou le PV. 

 

2. Voie canonique 

La voie classique de signalisation du NF-κB, également appelée voie canonique, est 

activée par les cytokines pro-inflammatoires TNFα et IL-1β, et l’ester de phorbol PMA (cfr 

introduction, paragraphe 7.7.1). Cette voie implique l’activation du complexe IKK qui 

phosphoryle IκBα sur les sérines 32 et 36. La dégradation subséquente de IκBα par le 

protéasome 26S libère NF-κB, qui peut ainsi transactiver ses gènes cibles dans le noyau. 

Parmi ces gènes cibles, on retrouve le gène codant pour l’inhibiteur IκBα permettant un 

modèle d’autorégulation afin de terminer l’activation du NF-κB (Brown et al., 1993 ; Karin 

and Ben-Neriah, 2000). Nous nous sommes intéressés aux effets de l’inhibition des HDAC 

par la TSA sur l’activation du NF-κB par ces trois inducteurs. 
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2.1. Activation du NF-κB 

Pour mettre en évidence l’activation du NF-κB, nous avons réalisé des expériences 

EMSA (Electromobility Shift Assay) avec une sonde radioactive correspondant à la séquence 

κB du LTR du virus HIV. Par la technique du western blot (WB), nous avons étudié à la 

dégradation de IκBα, synonyme de l’arrêt de la séquestration du NF-κB dans le cytoplasme. 

 

2.1.1. Induction par le TNFα 

La liaison du TNFα à son récepteur induit sa trimérisation et le recrutement séquentiel 

de nombreuses protéines au domaine cytoplasmique du récepteur, telles que TRADD, RIP, 

TRAF2 et FADD. Ceci engendre les activations du complexe IKK et du NF-κB (cfr 

introduction, paragraphe 7.7.1.1). 

Des cellules HeLa ont été traitées au TNFα (100 U/mL) en présence/absence de TSA 

(450 nM) durant des temps croissants de 10 minutes à 8 heures (Figure 26a). Des expériences 

d’EMSA ont permis de démontrer que la stimulation au TNFα seul induit une activation du 

NF-κB à 10 et 30 minutes, alors que le traitement simultané de TNFα et TSA entraîne un 

prolongement de cette activation jusque 4 heures. La dégradation associée d’IκBα dans le 

cytoplasme a été démontrée par la technique de western blot. L’induction au TNFα seul 

conduit à une dégradation d’IκBα à 10 et 30 minutes. L’inhibiteur du NF-κB est resynthétisé 

déjà après 1 heure pour mettre un terme à son activation et le séquestrer à nouveau dans le 

cytoplasme. Par contre, quand la TSA est ajoutée simultanément au traitement par le TNFα, 

un retard important de la réapparition d’IκBα dans le cytoplasme est détecté.  

 

2.1.2. Induction par l’IL-1β 

Le récepteur à l’IL-1β dimérise suite à son interaction avec la cytokine. La formation 

de ce complexe transmembranaire est nécessaire à la transduction du signal par les protéines 

MyD88, IRAK, TRAF6 et TAK1, conduisant à l’activation du complexe IKK et donc du NF-

κB (cfr introduction, paragraphe 7.7.1.2).  
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La technique d’EMSA a également été utilisée pour déterminer l’influence de la TSA 

sur l’activation du NF-κB induite par l’IL-1β. Le traitement de cellules HeLa a été effectué 

avec l’IL-1β (100 U/mL) en présence/absence de TSA (450 nM) durant des temps croissants 

de 10 minutes à 8 heures (Figure 26b). L’induction simultanée par l’IL-1β et la TSA engendre 

un prolongement de l’activation du NF-κB jusque 4 heures, alors qu’elle diminue déjà après 1 

heure suite à une stimulation à l’IL-1β seul. Cette extension de l’activation suite au co-

traitement est corroborée par le fait que la réapparition d’IκBα dans le cytoplasme est retardée 

en western blot. 

 

2.1.3. Induction par le PMA 

Le PMA est un ester de phorbol impliqué dans l’activation des Protéine Kinase C 

(PKC) de par son mimétisme avec le diacylglycérol (DAG). L’activation des PKCs est 

également dépendante de Ca2+. Nous avons donc ajouté, à chaque traitement au PMA, de 

l’ionomycine, un ionophore à Ca2+. Cette activation ds PKCs entraîne notamment la 

signalisation du NF-κB via le complexe IKK (cfr introduction, paragraphe 7.7.1.3). 

L’activation du NF-κB a été mise en évidence par la technique d’EMSA, suite au 

traitement de cellules HeLa par le PMA (200 nM) avec de l’ionomycine (141 nM) en 

présence/absence de TSA (450 nM) (Figure 26c). La stimulation au PMA/ionomycine donne 

lieu à une activation du NF-κB à partir de 30 minutes jusque 2 heures, alors que l’ajout de 

TSA provoque un prolongement de cette activation jusque 4 heures. Des expériences de 

western blot ont permis de démontrer que la réapparition d’IκBα dans le cytoplasme est 

différée de 2 heures suite au co-traitement PMA/ionomycine et TSA. 

 

Nous pouvons donc suggérer que la TSA prolonge l’activation de la voie canonique du 

NF-κB suite au traitement par le TNFα, l’IL-1 β ou le PMA. Ceci est corroboré par un retard 

de la réapparition d’IκBα dans le cytoplasme. 
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2.2. Activité du complexe IKK 

Afin de déterminer l’origine de l’extension de l’activation de la voie classique du NF-

κB, nous avons porté notre attention sur les événements responsables de la phosphorylation 

d’IκBα et de sa dégradation subséquente, l’activation du complexe IKK. Pour ce faire, nous 

avons effectué des expériences d’activité kinase in vitro du complexe IKK. Celle-ci consiste 

tout d’abord en l’immunoprécipitation du complexe IKK via sa sous-unité régulatrice, IKKγ. 

L’activité kinase du complexe immunoprécipité a alors été mesurée par la phosphorylation in 

vitro du substrat recombinant GST-IκBα1-54 purifié. Enfin, la détection de la forme 

phosphorylée du substrat GST-IκBα sur les résidus Ser32 et 36 a été réalisée par western blot 

à l’aide d’un anticorps spécifique. L’utilisation d’un contrôle de charge a permis de vérifier 

l’efficacité de l’immunoprécipitation et la présence de quantités équivalentes d’IKKβ dans 

chaque échantillon. 

 

2.2.1. Induction par le TNFα 

L’activité du complexe IKK suite à un traitement au TNFα est maximale à 5 minutes 

et diminue rapidement pour être à peine détectable après 2 et 4 heures (Figure 27a). Par 

contre, l’ajout de TSA à la stimulation au TNFα prolonge cette activité jusque 2 et 4 heures. 

Le contrôle de charge témoigne de la présence de quantités équivalentes d’IKKβ dans chaque 

échantillon. 

 

2.2.2. Induction par l’IL-1β 

L’IL-1 β induit fortement, et quasi exclusivement, l’activité du complexe IKK à 5 

minutes, alors que cette activité persiste jusqu’au moins 2 heures de co-traitement à l’IL-1β et 

TSA (Figure 27b). Le contrôle de charge témoigne de la présence de quantités équivalentes 

d’IKK β dans chaque échantillon. 

 



Résultats : Signalisation du NF-κB  48 

2.2.3. Induction par le PMA 

La stimulation par le PMA est plus lente que pour le TNFα et l’IL-1β étant donné que 

le pic de l’activité du complexe IKK se situe aux alentours des 30 minutes et est presque 

indétectable à 2 et 4 heures (Figure 27c). Cependant, lorsque la TSA est ajoutée 

simultanément au PMA, l’activité du complexe IKK est nettement prolongée jusqu’au moins 

4 heures. Le contrôle de charge témoigne de la présence de quantités équivalentes d’IKKβ 

dans chaque échantillon. 

 

Ces données indiquent clairement que la TSA engendre une extension de l’activité du 

complexe IKK suite à l’activation de la voie classique du NF-κB par le TNFα, l’IL-1 β ou le 

PMA. La phosphorylation et la dégradation subséquente d’IκBα serait alors également 

prolongée, permettant d’expliquer le retard de réapparition d’IκBα dans le cytoplasme. Le 

groupe d’Adam et al. (2003) a d’ailleurs démontré, dans le cadre d’une co-stimulation au 

TNFα et TSA, que le prolongement de l’activation du NF-κB provenait d’une activité 

persistante du complexe IKK et du protéasome 26S. 

 

2.3. Effet de la TSA sur l’activité de phosphatases 

Afin d’étudier les raisons de ce prolongement de l’activité des IKKs, nous nous 

sommes intéressés au système de terminaison du signal par déphosphorylation du complexe 

via l’action de phosphatases. Le rôle de la phosphatase PP2A a été mis en évidence dans la 

régulation de l’activation du NF-κB. En effet, l’inhibition de la PP2A par l’acide okadaïque 

entraîne une activation persistante du NF-κB associée à un prolongement de l’activité IKK, de 

la dégradation d’IκBα ainsi que de la phosphorylation p65 (DiDonato et al., 1997 ; Yang et 

al., 2001 ; Miskolci et al., 2003). Le groupe de Fu (2003) a également démontré que, dans les 

cellules normales, le complexe IKK phosphorylé est rapidement inactivé par l’intervention de 

PP2A lié à NEMO. Par contre, dans les cellules infectées par le virus HTLV (Human T-

Lymphotropic virus), la protéine Tax se lie à NEMO, inhibant PP-2 et maintenant les IKKs 

sous une forme phosphorylée, active. Cela induit l’activation constitutive du NF-κB. 
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De nombreux liens entre les phénomènes de phosphorylation et d’acétylation sont 

décrits dans la littérature, notamment pour des protéines telles que p53, l’histone H3 et p65 

(Yamamoto et al., 2003 ; Bode and Dong, 2004 ; Chen et al., 2005). D’ailleurs, il existe des 

complexes formés d’HDACs et de phosphates à sérine/thréonine (PPs, Protein Phosphatases) 

contrôlant les activités de ceux deux types d’enzymes (Brush et al., 2004). En inhibant ces 

HDACs par la TSA, l’activité de ces PP semble, elle-aussi, être affectée. Nous avons donc 

émis l’hypothèse que de pareils complexes pouvaient réguler les activités des IKKs. La 

présence de TSA inhibant ces complexes, empêcherait la déphosphorylation du complexe 

IKK qui conduisant à une extension de leur activation. 

Nous avons alors testé les éventuelles modulations de l’activité phosphatase de la 

PP2A après stimulation de cellules HeLa par de la TSA ou par deux inhibiteurs de cette 

phosphatase, l’acide okadaïque et la calyculin A. L’activité phosphatase liée aux extraits 

cytoplasmiques a été déterminée par la fluorescence émise lors de la déphosphorylation d’un 

substrat, le DiFMU (6,8-difluoro-4-methylumbelliferyl). Nous avons réalisé des expériences 

préliminaires sur différentes concentrations d’acide okadaïque, de calyculin A et de TSA par 

induction des cellules in vivo ou par ajout in vitro dans le tampon de réaction. Ces 

concentrations ont été déterminées sur base de l’indice IC50 de chaque inhibiteur en les 

majorants d’un facteur 10 (Schönthal, 1998).  

Le traitement in vivo des cellules avec l’acide okadaïque (OA) à une concentration de 

500 nM diminue seulement de 45-50% l’activité de PP2A, malgré sa spécificité (Figure 28a). 

L’inhibition est semblable lors de l’ajout in vitro d’acide okadaïque à  une concentration de 10 

nM. Cependant, la stimulation in vivo avec une concentration de 450 nM de TSA ne semble 

réduire cette activité que de 20%. D’un autre côté, l’utilisation in vitro de diverses 

concentrations (25-50-75 nM) de calyculin A (CA) n’inhibe pas de plus de 35% l’activité de 

PP2A (Figure 28b). Quelque soit la concentration de TSA (100-450-1000 nM), l’inhibition est 

de l’ordre de 15%. Des analyses supplémentaires confirment ces résultats (Figure 28c). Cette 

technique de fluorescence du DiFMU met donc en évidence une inhibition de l’activité 

phosphatase de PP2A de 45% par l’acide okadaïque et de 15% par la TSA. Un profil similaire 

a été découvert en testant l’activité d’une autre phosphatase, PP1. 

Ces résultats ont été obtenus sur l’ensemble des protéines cytoplasmiques. Pourtant, il 

est envisageable que l’effet potentiel de la TSA soit ciblé aux environs du complexe IKK. 

Nous avons alors tenté d’étudier l’activité phosphatase après avoir immunoprécipité le 
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complexe IKK. Cependant, aucune quantification de la fluorescence ne peut être établie car 

nous n’avons pas réussi à dissocier de manière efficace les billes, utilisées pour 

l’immunoprécipitation, des protéines. Etant donné les limites de ce test et le manque d’effet 

significatif de la TSA seule sur les activités de PP1 et de PP2A, nous n’avons pas investigué 

plus loin cette hypothèse. 

 

2.4. Activité transcriptionnelle du NF-κB 

Nous nous sommes ensuite intéressés à l’activité transcriptionnelle du NF-κB afin 

d’évaluer son pouvoir transactivateur. Dans un premier temps, les cellules HeLa ont été 

transfectées transitoirement avec un gène rapporteur luciférase placé sous le contrôle d’un 

promoteur artificiel contenant cinq sites κB. Après vingt heures de transfection, nous avons 

traité ces cellules au TNFα, à l’IL-1β ou au PMA en présence/absence de TSA pendant 8 

heures avant la lyse. La quantité de protéines a servi à normaliser l’activité luciférase 

détectée.  

Nous avons observé que, quel que soit l’inducteur, TNFα, IL-1β ou PMA, l’ajout de 

TSA provoque une augmentation importante de l’activité transcriptionnelle du NF-κB (Figure 

29). 

 

3. Effet de la TSA seule sur l’activation du NF-κκκκB 

La TSA, de par son action inhibitrice de HDAC, a la capacité de décondenser la 

chromatine et de rendre accessible l’ADN à la machinerie basale de transcription (cfr 

introduction, paragraphe 4).  

Nous avons donc testé une éventuelle activation du NF-κB après un traitement à la 

TSA seule (450 nM). La technique d’EMSA a permis de démontrer que le traitement des 

cellules HeLa par la TSA seule entraîne une activation mineure du NF-κB lorsqu’on compare 

au témoin positif représenté par le TNFα 30 min (Figure 30a). D’ailleurs aucune dégradation 

d’IκBα n’a pu être détectée par western blot. Nous avons également réalisé un essai d’activité 

kinase in vitro sur le complexe IKK pour lequel nous n’avons pas pu déceler d’activité kinase 
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comparé au témoin positif TNFα, mis à part une légère activité après 4 heures de traitement 

(Figure 30b). Cependant, cette activité peut être minimisée étant donné que, le témoin de 

charge indique que cet échantillon contient une quantité supérieure d’IKKβ. 

 

4. Voie alternative induite par la LTββββ 

Une autre voie dite « alternative » peut être activée par la LTβ. Son récepteur fait 

partie de la même famille que le récepteur au TNFα. La liaison du ligand à son récepteur 

permet la phosphorylation par NIK de l’homodimère IKKα. Celui-ci va alors phosphoryler 

p100 dans sa partie C-terminale, entraînant sa dégradation partielle par le protéasome. Le p52 

obtenu, lié à RelB, peut ainsi migrer dans le noyau pour transactiver ses gènes cibles. La LTβ 

cible également la voie classique, via une activation du complexe IKK de manière à reformer 

le pool cytoplasmique de p100 (cfr introduction, paragraphe 7.7.2).  

Afin de focaliser l’impact de la TSA sur la voie alternative induisant l’activation de 

l’homodimère IKKα sans induire la voie classique, nous avons utilisé des cellules 

embryonnaires de souris (MEF) déficientes en NEMO. Elles ont été traitées à la LTβ (50 

ng/mL) durant des temps croissants de 2 à 48 heures (Figure 31). Les expériences d’EMSA 

ont été réalisées, dans ce cadre-ci, à l’aide d’une sonde radioactive correspondant au site 

répondant au p52/RelB du promoteur des immunoglobulines. Nous avons pu remarquer que la 

LTβ seule induisait l’activation du NF-κB principalement entre 8 et 16 heures de traitement. 

L’ajout de TSA (450 nM) n’est clairement pas impliqué dans un prolongement de l’activation 

du NF-κB. Au contraire, il semble induire une activation précoce du NF-κB, étant donné que 

l’on peut déjà observer une nette activation après 2 heures. En raison de l’absence de 

prolongement d’activation du NF-κB, nous n’avons pas continué l’analyse de la voie 

alternative. 

 

5. Voie atypique induite par le H2O2 

La première voie atypique que nous avons étudiée est initiée par la présence de H2O2. 

Celui-ci active de nombreuses tyrosine kinases. En fonction du type cellulaire, l’activation du 

NF-κB peut se faire de deux façons : (i) phosphorylation d’IκBα sur la tyrosine 42, (ii) 
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activation du complexe IKK. IκBα est soit dégradé, soit dissocié du NF-κB, ce qui permet la 

transactivation des gènes cibles du NF-κB libéré (cfr introduction, paragraphe 7.7.3). 

Le traitement des cellules HeLa avec du H2O2 (250 µM) entraîne une activation du 

NF-κB, allant de 1 à 8 heures, mise en évidence par la technique d’EMSA (Figure 32a). Mais 

aucun prolongement de cette activation n’est détecté après ajout de TSA (450 nM), à 

l’exception d’une liaison plus importante après 4 heures de co-traitement. Par les expériences 

de western blot, nous n’avons pas pu remarquer de modification significative de la présence 

d’IκBα dans le cytoplasme que ce soit après stimulation au H2O2 seul ou après la 

combinaison H2O2 et TSA (Figure 32a). Storz et Toker (2003) ont démontré que, dans les 

cellules HeLa, le H2O2 est impliqué dans l’activation du complexe IKK. Nous avons donc 

décidé de tester l’influence de la TSA sur l’activité kinase du complexe IKK induite après 

H2O2 (Figure 32b). L’activité induite par le H2O2 seul à 30 minutes est relativement 

comparable à celle détectée pour le témoin positif qui est le TNFα. Par contre, après 30 

minutes de co-traitement, l’activation du complexe s’avère plus faible. Cette diminution ne 

semblant pas avoir de répercussion significative sur l’activation du NF-κB, nous avons décidé 

de ne pas approfondir l’étude de cette voie atypique. 

 

6. Voie alternative induite par le PV 

Le pervanadate, inhibiteur de tyrosine phosphatase, est responsable d’un deuxième 

type de voie dite « atypique » d’activation du NF-κB. Il induit la phosphorylation d’IκBα sur 

la tyrosine 42 suivie de sa dissociation ou dégradation, libérant NF-κB (cfr introduction, 

paragraphe 7.7.3). On peut trouver également une activation du complexe IKK suivant le type 

cellulaire (Mukhopadhyay et al., 2000 ;  Storz and Toker, 2003, Takada et al., 2003). 

 

6.1. Activation du NF-κB 

La technique d’EMSA a permis de démontrer une activation du NF-κB allant de 30 

min à 2 heures, suite au traitement des cellules HeLa par le PV seul (200 µM) (Figure 33a). 

Par western blot, nous avons détecté une dégradation d’IκBα à partir de 30 minutes et une 

réapparition totale après 4 heures. L’ajout de TSA (450 nM) entraîne un prolongement de 
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l’activation du NF-κB jusque 4 à 8 heures de stimulation et un retard de la réapparition totale 

d’IκBα dans le cytoplasme au-delà de 8 heures.  

Nous avons vérifié que l’effet de la TSA pouvait être étendu à un autre inhibiteur de 

HDAC tel que le SAHA. Effectivement, le co-traitement PV et SAHA présente le même 

profil de prolongement d’activation du NF-κB que le traitement combiné PV avec TSA. La 

réapparition d’IκBα dans le cytoplasme est aussi retardée avec les deux inhibiteurs de HDAC.  

Nous avons également testé l’influence de la TSA dans un autre type cellulaire que les 

cellules HeLa, les cellules T Jurkat. Le groupe de Béraud (1999) a démontré que, dans ce type 

cellulaire, le PV induit l’activation du NF-κB via la phosphorylation sur tyrosine d’IκBα 

suivie de sa dissociation du NF-κB. Les expériences d’EMSA effectuées ne nous ont pas 

permis de détecter d’extension significative de l’activation du NF-κB après addition de TSA 

(Figure 33b). Cependant, la phosphorylation d’IκBα, représentée par le doublet en western 

blot, semble s’étendre de 30 minutes à 1 heure quand la TSA a été ajoutée. Ceci pourrait 

indiquer une activité prolongée de la tyrosine kinase d’IκBα. L’utilisation des cellules T 

Jurkat a donc permis de mettre en évidence le fait que l’intensité des effets des inhibiteurs de 

HDAC sur l’activation du NF-κB peut dépendre du type cellulaire.  

Pour l’ensemble des expériences suivantes, nous avons donc continué d’utiliser la 

TSA comme inhibiteur de HDAC dans les cellules HeLa, pour lesquelles les effets sont les 

plus marqués. 

 

6.2. Phosphorylations d’IκBα 

Nous venons de démontrer que le co-traitement des cellules HeLa par le PV et la TSA 

engendrait un prolongement de l’activation du NF-κB. Nous nous sommes donc intéressés 

aux événements situés en amont, comme la phosphorylation d’IκBα. Etant donné que le PV 

inhibe des tyrosine phosphatases, il est indirectement responsable de l’activation de 

nombreuses tyrosine kinases et donc de la phosphorylation d’IκBα sur la tyrosine 42 (cfr 

introduction, paragraphe 7.7.3).  

Nous avons donc réalisé des immunoprécipitations d’IκBα, suivie de western blot 

avec des anticorps dirigés contre les tyrosine phosphorylées d’une part, et d’autre part, contre 
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IκBα comme témoin de charge (Figure 34a). Un inhibiteur du protéasome, l’ALLN, a été 

ajouté à chaque échantillon, mis à part le non traité, afin d’empêcher la dégradation d’IκBα 

après phosphorylation. Le PV seul induit la phosphorylation d’IκBα sur tyrosine endéans les 

30 minutes, puis celle-ci diminue nettement après 2 heures. Cependant, aucune différence de 

phosphorylation n’a été détectée après ajout de TSA. Le témoin de charge étant à peu près 

correct, nous avons considéré que la TSA n’avait pas d’effet sur la phosphorylation sur 

tyrosine d’IκBα.  

La phosphorylation d’IκBα sur les sérines 32 et 36 a aussi été testée par 

immunoprécipitation d’IκBα et western blot avec un anticorps reconnaissant IκBα lorsqu’il 

est phosphorylé sur ces deux sérines (Figure 34b). Nous avons utilisé de l’ALLN, un 

inhibiteur du protéasome, dans chaque échantillon, mis à part le non traité, de manière à 

empêcher la dégradation de la forme phosphorylée d’IκBα. Que ce soit après le traitement au 

PV seul ou avec la TSA, la phosphorylation d’IκBα est semblable après 30 minutes. Le 

contrôle de charge témoigne de l’équivalence entre chaque échantillon. 

Il apparaît donc que la phosphorylation d’IκBα induite par le PV, que ce soit sur 

tyrosine ou sur sérine, n’est pas modifiée par la présence de TSA. 

 

6.3. Activité du complexe IKK 

Comme cité précédemment, Storz et Toker (2003) ont démontré que le PV induisait 

l’activation du complexe IKK dans les cellules HeLa. Dans notre travail, la TSA ne semble 

pas moduler la phosphorylation d’IκBα. Nous avons donc effectué des expériences d’activité 

kinase in vitro pour déterminer si l’activation du complexe IKK pouvait être influencée par la 

TSA. Ce complexe IKK a été immunoprécipité, soumis à un test d’activité kinase in vitro en 

présence du substrat recombinant GST-IκBα1-54 purifié et un western blot a été réalisé avec 

un anticorps dirigé contre la forme phosphorylée d’IκBα (Figure 35). Le complexe IKK est 

effectivement activé après 30 minutes suite au traitement par le PV seul, mais de manière plus 

faible que le contrôle positif représenté par le TNFα. Cependant, l’ajout de TSA n’affecte pas 

significativement cette activité ; celle-ci semble légèrement augmentée après 30 minutes et 

diminuée après 2 heures. La différence n’étant pas marquée dans un sens ou dans l’autre, nous 
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avons considéré que la TSA n’avait pas d’effet significatif sur l’activation du complexe IKK 

induit par le PV. 

Contrairement au cas de la voie classique, l’extension de l’activation du NF-κB induite 

par le co-traitement PV et TSA ne proviendrait pas d’un prolongement de la phosphorylation 

d’IκBα. Nous avons donc investigué l’environnement du promoteur iκbα afin de comprendre 

le retard de la réapparition cytoplasmique de l’inhibiteur du NF-κB. 

 

6.4. Liaison du NF-κB au niveau du promoteur iκbα 

Le promoteur iκbα, représenté schématiquement à la figure 36, comporte trois sites 

κB, κB1, κB2 et κB3, dont le κB1 est le principal inductible (Le Bail et al., 1993 ; Algarté et 

al., 1999). A proximité de ce site κB1, on retrouve également un site Sp1, un site κB-like 

chevauchant un site AP-2 et la TATA box. Nous avons réalisé des EMSA avec des sondes 

correspondant aux sites κB1, Sp1 et κB-like/AP-2 de manière à déterminer si l’accrochage de 

ces facteurs de transcription suite à une stimulation au PV peut être modulé par l’ajout de 

TSA (Figure 37). Nous avons pu remarquer que la fixation du NF-κB sur le site κB1 suit le 

même profil que celui de la liaison sur le site κB correspondant au LTR du virus HIV. 

Effectivement, la TSA prolonge l’accrochage du NF-κB induit par le PV sur le site κB1 du 

promoteur iκbα. Un accrochage prolongé apparaît également sur le site κB-like/AP-2 après le 

co-traitement. Par contre, la liaison au site Sp1 n’est nullement modifiée par les stimulations 

PV et/ou TSA ; elle reste constante. 

Nous avons ensuite réalisé des compétitions entre les sites κB1 et κB-like/AP-2 afin 

de vérifier que le site κB1 est le principal inductible (Figure 38). Les expériences d’EMSA 

ont démontré que lorsqu’on utilise la sonde κB1 chaude, un excès de 50 fois de sonde κB-

like/AP-2 froide est nécessaire pour déplacer totalement la liaison. Tandis que lors de 

l’utilisation de la sonde κB-like/AP-2 chaude, un excès de seulement 25 fois est requis pour le 

déplacement de la liaison. Nous pouvons donc dire que le site κB1 prédomine sur le site 

κB/AP-2. 
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7. Conclusions de l’influence de la TSA sur la signalisation  

du NF-κκκκB 

Nous pouvons conclure que la TSA engendre une extension de l’activation de la voie 

classique du NF-κB lorsqu’elle est induite par le TNFα, l’IL-1 β et le PMA. Ceci peut être 

expliqué par le fait que l’activité du complexe IKK est prolongée, entraînant une extension de 

la phosphorylation et de la dégradation d’IκBα. En l’absence de son inhibiteur, NF-κB n’est 

pas décroché de son ADN cible et son activation est donc prolongée. Nous avons aussi pu 

démontrer que l’activité transcriptionnelle de ce NF-κB activé est nettement augmentée par 

l’ajout de TSA. 

La TSA seule n’engendre pas de manière significative d’activation du NF-κB, ni de 

dégradation de IκBα, ni d’activation du complexe IKK. Le prolongement de l’activation du 

NF-κB obtenu avec les inducteurs de la voie canonique sont donc intrinsèques à l’activation 

de cette voie lors de la présence de la TSA. 

Les voies alternatives activées par la LTβ et le H2O2 n’ont pas retenu notre attention 

dans la suite de ce travail étant donné que nous n’avons pas observé de prolongement de 

l’activation du NF-κB après ajout de TSA. 

Par contre, la voie alternative induite par le PV subit une extension de l’activation du 

NF-κB en présence de TSA. Cependant, ce prolongement n’est pas dû à une activité 

persistante du complexe IKK, comme dans le cas de la voie classique. Nous nous sommes 

donc intéressés au promoteur iκbα dans le but d’élucider l’origine du retard de réapparition 

d’IκBα dans le cytoplasme. Il apparaît que la liaison du NF-κB sur une sonde correspondant 

au site κB1 du promoteur iκbα est également prolongée. Dans la deuxième partie de ce 

travail, nous avons investigué les effets de la TSA sur les mécanismes moléculaires 

épigénétiques intervenant au niveau du promoteur iκbα lors d’une stimulation au PV. 
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SECONDE PARTIE  : EFFET DE LA TSA SUR LES                

MÉCANISMES MOLÉCULAIRES EPIGÉNÉTIQUES 

INTERVENANT SUITE A UNE STIMULATION AU PV – 

COMPARAISON AVEC LE TNFαααα 

 

1. Introduction 

Dans la première partie de ce travail, nous avons étudié l’influence de la TSA sur 

l’activation de diverses voies de signalisation du NF-κB : (i) la voie classique, induite 

notamment par le TNFα, (ii) la voie alternative stimulée par la LTβ, (iii) la voie alternative 

élicitée par le H2O2, et enfin (iv) la voie alternative activée par le PV. De cette étude ressort le 

fait que les voies induites par le TNFα et par le PV subissent toutes deux, suite à la présence 

de TSA, un prolongement de l’activation du NF-κB accompagné d’une réapparition différée 

d’IκBα dans le cytoplasme. Dans le cas du TNFα, cette extension semble provenir d’une 

activité prolongée du complexe IKK permettant une phosphorylation et une dégradation 

continuées d’IκBα. Par contre, pour le PV, la phosphorylation d’IκBα, que ce soit sur 

tyrosine ou sur sérine, ne semble pas modifiée par la présence de TSA. Au cours de cette 

seconde partie, nous nous sommes donc focalisés sur la détermination de l’origine du retard 

de réapparition d’IκBα dans le cytoplasme engendré par le traitement simultané PV et TSA. 

Nous avons mené cette étude en comparaison avec le co-traitement au TNFα et TSA. 

 

2. I κκκκBαααα 

2.1. ARN d’IκBα 

Etant donné que la réapparition différée d’IκBα dans le cytoplasme après le traitement 

simultané au PV et TSA ne provient pas de sa phosphorylation et dégradation prolongées, 

nous avons investigué la synthèse de l’ARNm d’IκBα. Pour cela, nous avons effectué deux 

types d’expériences : (i) la « Ribonuclease Protection Assay » (RPA) et (ii) la RT-PCR 
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quantitative en temps réel. Pour ces deux techniques, nous avons traité les cellules HeLa soit 

au PV, soit au TNFα en présence/absence de TSA et les ARN totaux ont été extraits. Pour les 

expériences de RPA, nous avons isolé les ARNm d’IκBα à l’aide d’une sonde marquée 

radioactivement et soumis ces hybrides à un gel dénaturant (Figure 39a). Nous avons observé 

que le traitement au PV seul induit la synthèse de l’ARNm d’I κBα d’un facteur deux par 

rapport aux cellules non traitées. L’ajout de TSA abolit complètement cette activation à 2 

heures, alors qu’à 4 heures, cet effet n’est plus visible, permettant une synthèse retardée de 

l’ARN. Dans le cadre d’une stimulation au TNFα, la présence de TSA ne modifie 

aucunement la synthèse de l’ARN de IκBα.  

Ces résultats ont été confirmés par la technique de RT-PCR quantitative en temps réel. 

Pour ce faire, des amorces spécifiques de l’ARNm d’IκBα ont été utilisées pour réaliser les 

RT-PCR quantitatives en temps réel. Le transcrit de la β2-microglobuline a permis de 

normaliser les résultats obtenus. Après un traitement d’1 heure au PV seul, nous avons 

observé une stimulation de trois fois de la synthèse de l’ARNm d’IκBα qui diminue 

progressivement à 2 et 4 heures de traitement (Figure 39b). Quand la TSA est ajouté au PV, il 

y a une forte réduction de cette synthèse de l’ARNm d’IκBα après 1 et 2 heures de 

stimulation jusqu’à des niveaux comparables aux cellules non traitées. Cet effet semble se 

stabiliser à 4 heures, où nous avons observé une légère synthèse différée. Par contre, aucune 

différence significative de synthèse de l’ARNm n’apparaît entre les inductions au TNFα et 

celles au TNFα avec TSA.  

Nous pouvons donc affirmer que la synthèse de l’ARNm d’IκBα est retardée après 

l’addition de TSA au traitement par le PV, mais pas par le TNFα. Cette réduction peut être la 

cause de la présence prolongée du NF-κB dans le noyau, étant donné qu’en l’absence 

d’inhibiteur nouvellement synthétisé, NF-κB n’est plus rapatrié dans le cytoplasme. 

 

2.2. Activité transcriptionnelle du NF-κB 

Des transfections transitoires ont été réalisées dans les cellules HeLa avec un gène 

rapporteur luciférase placé sous la dépendance du promoteur iκbα (Figure 40a) ou d’un 

promoteur artificiel comportant cinq sites κB (Figure 40b). Pour le promoteur iκbα, le 
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traitement par le PV seul a permis de démontrer une forte activité transcriptionnelle qui, lors 

d’une addition de TSA, est réduite de manière drastique (Figure 40a, échelle logarithmique). 

Par contre, la présence de TSA ne modifie pas l’activité transcriptionnelle due au TNFα. 

Dans le cas du promoteur comportant les cinq sites κB, nous n’avons observé aucune 

différence d’activité transcriptionnelle entre les traitements PV seul et PV avec TSA (Figure 

40b), alors que l’activité transcriptionnelle induite par le TNFα est clairement augmentée par 

l’ajout de TSA, comme nous l’avons déjà démontré à la figure 29. 

 

2.3. Modifications épigénétiques du promoteur iκbα 

Dans la première partie de ce travail, nous avons démontré que le NF-κB, présent dans 

le noyau des cellules co-traitées au PV et TSA, est capable de se lier plus longtemps à une 

sonde in vitro en EMSA, que cette sonde contienne le site κB du LTR du virus HIV ou le site 

κB1 du promoteur iκbα (cfr paragraphe 6.1 et 6.4). Ces résultats mettent en évidence une 

présence prolongée du NF-κB dans le noyau après ajout de TSA à une stimulation au PV. 

Cependant, l’expression correspondante de l’ARNm d’IκBα est nettement réduite. Nous 

avons donc investigué, par la technique d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP), les 

recrutements in vivo de p65, l’ARN Pol II, ainsi que les modifications de l’histone H3 sur le 

promoteur iκbα (Figure 41). Quel que soit le stimulus, PV ou TNFα, l’augmentation 

approximative d’un facteur trois de la liaison de p65 n’est pas significativement modifiée par 

l’addition simultanée de TSA (Figure 41a).  

Comme p65 est capable de se fixer sur le promoteur iκbα sans induire de synthèse de 

l’ARN, nous avons décidé d’analyser le recrutement de l’ARN Pol II sur ce promoteur 

(Figure 41b). Après 15 minutes de traitement, nous n’avons pas détecté de différence de 

liaison marquée entre l’induction au PV seul ou avec la TSA. Mais après 30 minutes, l’ajout 

de TSA diminue de 40% le recrutement engendré par le PV. Cet effet se stabilise après 1 

heure. La fixation de l’ARN Pol II sur le promoteur iκbα est donc différée. Par contre, il n’y a 

pas de modification de la liaison après avoir traité au TNFα seul ou en présence de TSA. 

Il est désormais accepté que l’acétylation des histones est un pré-requis au recrutement 

de la machinerie basale de la transcription (Narlikar et al., 2002). De plus, le groupe de 
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Yamamoto (2003) a démontré que, sur le promoteur iκbα, la phosphorylation de l’histone H3 

sur la Ser10 est nécessaire pour l’acétylation sur la Lys14. C’est pourquoi l’acétylation et la 

phosphorylation in vivo de l’histone H3 a été testée par des expériences de ChIP et normalisée 

avec l’histone H3 non modifiée (Figure 41c et d). Nous avons remarqué que l’acétylation de 

l’histone H3 sur la Lys14 et la phosphorylation de la Ser10 sont significativement diminuée 

après 15 et 30 minutes de traitement au PV avec TSA comparé au PV seul. Après 1 heure, les 

niveaux sont approximativement similaires. Par contre, lors d’une stimulation au TNFα, 

l’addition de TSA conduit à une augmentation des deux modifications post-traductionnelles 

sur le promoteur iκbα. 

Nous pouvons donc conclure que l’altération de la synthèse de l’ARN de IκBα induite 

par le co-traitement PV et TSA semble être due, du moins en partie, à un retard de 

recrutement de l’ARN Pol II et de l’acétylation et phosphorylation de l’histone H3 sur le 

promoteur iκbα. Ce retard de recrutement est spécifique au traitement au PV car les résultats 

obtenus après stimulation au TNFα sont nettement différents. 

 

2.4. Effet de la TSA seule sur le promoteur iκbα 

Nous nous sommes ensuite intéressés à l’influence que la TSA pouvait avoir en 

traitement isolé sur le promoteur iκbα dans le cadre des modifications épigénétiques que nous 

avons étudié au paragraphe 2.3 et à la figure 41. Des expériences de ChIP ont été réalisées en 

immunoprécipitant p65, l’ARN Pol II, l’histone H3 acétylé sur la Lys14 ou l’histone H3 

phosphorylé sur la Ser10 (Figure 42). Nous avons observé que la TSA seule n’a aucun effet 

sur le recrutement de p65 sur le promoteur iκbα, ni sur la phosphorylation de l’histone H3 sur 

la Ser10, que ce soit après 30minutes ou 1 heure. Par contre, le recrutement de l’ARN Pol II 

et l’acétylation de la Lys14 sont nettement augmentés après traitement à la TSA seule. Ceci 

peut s’expliquer par l’activité inhibitrice de HDAC que possède la TSA. L’acétylation des 

histones qui s’en suit favorise donc l’accessibilité de la chromatine. Nous émettons 

l’hypothèse que l’ARN Pol II a donc la possibilité de se fixer sur le promoteur iκbα après 

stimulation à la TSA seule mais NF-κB n’étant pas activé par la TSA, p65 n’entre pas dans le 

noyau et donc ne se lie pas au promoteur.  
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Nous pouvons conclure que les résultats observés lors de la co-stimulation au PV avec 

TSA sont intrinsèques à ce traitement et ne sont pas dus à la TSA seule étant donné que les 

effets observés sont opposés. Dans le cas du traitement simultané PV et TSA, il y a une nette 

diminution du recrutement de l’ARN Pol II et des modifications post-traductionnelles de 

l’histone H3. Alors que pour la TSA seule, la fixation de l’ARN Pol II et l’acétylation de 

l’histone H3 sont clairement augmentée. 

 

2.5. Voie des MAPK 

Nous venons de démontrer au paragraphe 2.3 que le retard de synthèse de l’ARN de 

IκBα provenant d’un ajout de TSA à une stimulation au PV pouvait être expliqué notamment 

par une réduction de la phosphorylation de l’histone H3 sur le promoteur iκbα. Nous avons 

donc investigué les kinases responsables de cette phosphorylation. MSK1, activé par les 

MAPK ERK et p38 (Deak et al., 1998), phosphoryle l’histone H3 sur la Ser10 et p65 sur la 

Ser276. L’activation de la voie des MAPK a été analysée par western blot sur les protéines 

totales extraites de cellules HeLa induites au PV ou au TNFα en présence/absence de TSA 

(figure 43a). Quel que soit le traitement (PV ou TNFα), nous n’avons pas détecté de 

modification par l’ajout de TSA de la phosphorylation globale d’ERK, de p38, de l’histone 

H3 et de p65. Des contrôles de charges ont été réalisés en utilisant des anticorps dirigés contre 

la forme non phosphorylée de chaque protéine. Le niveau élevé de phosphorylation de 

l’histone H3 sur le Ser10 dans les cellules non traitées peut être expliqué par le fait que cette 

phosphorylation apparaît suite à un stress cellulaire ou une stimulation mitotique, mais 

également durant la mitose. Pour cette dernière, MSK1 n’est pas impliqué (Soloaga et al., 

2003). 

La TSA n’a pas l’air d’avoir d’effet sur la phosphorylation globale de la voie des 

MAPK. Cependant, étant donné que la phosphorylation de l’histone H3 sur la Ser10 est 

diminuée sur le promoteur iκbα suite au co-traitement PV et TSA, des expériences de ChIP 

ont été réalisées afin de vérifier le recrutement in vivo de p65 phosphorylé sur la Ser276 sur le 

promoteur iκbα  (Figure 43b). Quel que soit le stimulus (PV ou TNFα, avec ou sans TSA), la 

liaison de p65 phosphorylé sur la Ser276 n’est pas significativement modifiée.  
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Nous pouvons donc affirmer que l’addition de TSA à une stimulation au PV ou au 

TNFα n’influence ni la phosphorylation globale des MAPK ERK et p38, et des cibles de 

MSK1 (histone H3 et p65), ni le recrutement de p65 phosphorylé sur la Ser276 sur le 

promoteur iκbα.  

 

2.6. Potentiel transactivateur de p65 

Nous nous sommes ensuite intéressés au potentiel transactivateur de p65. La Ser536 

de p65, située dans le domaine transactivateur, est la cible de nombreuses kinases (Sakurai et 

al., 2003, Buss et al., 2004). Sa phosphorylation permet l’acétylation de la Lys310 par 

CBP/p300 et est, en partie, responsable de la capacité de transactivation de p65 (Chen et al., 

2005). La phosphorylation globale de p65 sur la Ser536 a été testée par western blot sur les 

protéines totales extraites de cellules HeLa traitées avec du PV ou du TNFα en 

présence/absence de TSA (Figure 44a). Aucune modification de la phosphorylation globale de 

p65 sur la Ser536 n’a été observée après ajout de TSA. Nous avons dès lors investigué, par la 

technique de ChIP, le recrutement in vivo de cette forme phosphorylée de p65 sur le 

promoteur iκbα (Figure 44b). La fixation obtenue après 30 minutes de stimulation au PV est 

significativement réduite lors de l’ajout de TSA, tandis qu’après 1 heure, la liaison est 

comparable avec ou sans TSA. Cette liaison est donc différée. Pour le traitement au TNFα, la 

présence de TSA conduit à l’augmentation du recrutement du p65 phosphorylé sur la Ser536.  

Parmi les multiples kinases responsables de la phosphorylation de p65 sur la Ser536, 

IKK α a retenu plus particulièrement notre attention. En effet, de nombreuses études ont 

récemment décrit l’importance de son rôle nucléaire dans l’activation de la transcription. D’un 

côté, Mayo et ses collaborateurs (Hoberg et al., 2004 et 2006) ont mis en évidence les 

phosphorylations médiées par IKKα de p65 sur la Ser536 et de SMRT sur la Ser2410. Ceci 

conduit à la dérepression des complexes SMRT-HDAC3 et à l’acétylation de p65 sur la 

Lys310 par CBP/p300. D’un autre côté, IKKα est capable de phosphoryler l’histone H3 sur la 

Ser10 au niveau du promoteur iκbα, ce qui permet l’acétylation de l’histone H3 sur la Lys14 

par CBP/p300 (Yamamoto et al., 2003, Anest et al., 2003). Comme l’influence du co-

traitement au PV et TSA sur l’expression retardée de l’ARNm de IκBα semble résulter de 

problèmes de phosphorylation de l’histone H3 sur la Ser10 et de p65 sur la Ser536 au niveau 
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du promoteur iκbα, nous avons voulu déterminer l’existence d’un lien potentiel avec IKKα 

(Figure 44c). En effet, la TSA entraîne une réduction provisoire du recrutement d’IKKα sur le 

promoteur iκbα lorsqu’il est induit par le PV. Par contre, après stimulation TNFα avec TSA, 

la liaison d’IKKα est favorisée. 

Nous pouvons affirmer que la stimulation au PV induit les recrutements de p65 

phosphorylé sur la Ser536 et d’IKKα sur le promoteur iκbα mais ceux-ci sont réduits par 

l’ajout de TSA. Le potentiel transactivateur de p65 est donc affecté par le co-traitement au PV 

et TSA alors que la phosphorylation globale de p65 sur cette sérine n’est pas modifiée. Ces 

résultats font apparaître une spécificité intéressante du promoteur iκbα. Il existe également 

une spécificité de l’inducteur étant donné que l’induction au TNFα n’est pas modulée de la 

même façon. 

 

2.7. Conclusions 

Dans la première partie de ce travail, nous avons mis en évidence le fait que la TSA 

engendrait une extension de l’activation du NF-κB suite au traitement par le PV et le TNFα. 

Dans le cas du TNFα, cela semble s’expliquer, du moins en partie, par une activité prolongée 

du complexe IKK qui provoquerait une phosphorylation et une dégradation prolongée 

d’IκBα. L’absence d’IκBα permettrait à NF-κB de rester fixer plus longtemps à l’ADN cible. 

Par contre, les phosphorylations d’IκBα sur les résidus tyrosine et sérine induites par le PV ne 

s’avèrent pas modifiées par la présence de TSA. Nous avons donc investigué la synthèse de 

l’ARNm d’I κBα afin de déterminer un éventuel problème d’expression. Effectivement, 

l’ajout de TSA à une stimulation au PV provoque un retard de synthèse de l’ARNm d’IκBα, 

mais pas pour le TNFα.  

L’activité transcriptionnelle du NF-κB sur le promoteur iκbα a ensuite été testée et 

nous a permis de démontrer une induction importante après le PV seul qui est fortement 

diminuée en présence de TSA. Par contre, aucune modification l’activité transcriptionnelle 

n’est observée suite au co-traitement au TNFα et TSA. 

Afin de déterminer l’origine du problème de synthèse de l’ARNm d’IκBα, nous nous 

sommes intéressés aux événements moléculaires in vivo se déroulant après la stimulation au 
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PV avec TSA sur le promoteur iκbα. Les expériences de ChIP nous ont permis d’établir que 

l’altération de l’expression de l’ARNm d’IκBα induite par le co-traitement PV et TSA semble 

être due, du moins en partie, à un retard de recrutement de l’ARN Pol II et des modifications 

post-traductionnelles de l’histone H3 sur le promoteur iκbα. Cependant, les résultats sont 

nettement différents avec le TNFα. 

Une des kinases responsables de la phosphorylation de l’histone H3 sur la Ser10 étant 

MSK1, nous avons étudié brièvement la voie des MAPK. Nous pouvons affirmer que 

l’addition de TSA à une stimulation au PV ou au TNFα n’influence ni la phosphorylation 

globale des MAPK ERK et p38, et des cibles de MSK1 (histone H3 et p65), ni le recrutement 

de p65 phosphorylé sur la Ser276 sur le promoteur iκbα.  

Le potentiel transactivateur de p65 a alors été investigué. Nous avons remarqué que, 

sur le promoteur iκbα, le recrutement de p65 phosphorylé sur la Ser536 induit par le PV est 

significativement réduit lors de l’ajout de TSA, alors qu’aucune modification de la 

phosphorylation globale de p65 sur la Ser536 n’a été observée. Pour le traitement au TNFα, la 

présence de TSA conduit à l’augmentation de la liaison du p65 phosphorylé sur la Ser536.  

Etant donné que IKKα est reconnu pour phosphoryler aussi bien l’histone H3 sur la 

Ser10 que p65 sur la Ser536, son recrutement in vivo sur le promoteur iκbα a été étudié. Une 

diminution transitoire de la fixation d’IKKα a été mise en évidence suite au co-traitement par 

le PV et la TSA alors qu’elle est favorisée après stimulation au TNFα avec TSA. 

Nous pouvons donc conclure que le co-traitement au PV et TSA serait responsable, sur 

le promoteur iκbα, d’un retard de liaison d’IKKα entraînant une réduction des 

phosphorylations de p65 sur la Ser536 et de l’histone H3 sur la Ser10. D’une part, nous 

obtenons un potentiel transactivateur de p65 affecté. Et d’autre part, comme l’acétylation de 

l’histone H3 sur la Lys14 est dépendante de sa phosphorylation, il y également une 

diminution d’acétylation, ce qui engendre un retard de recrutement de l’ARN Pol II. Ceci peut 

donc expliquer le fait que la synthèse de l’ARNm d’IκBα est différée, empêchant le 

décrochage du NF-κB de l’ADN cible. 

Nous avons également pu déceler une spécificité d’action de la TSA en fonction de 

l’inducteur utilisé. En effet, le traitement au TNFα conduit, en présence de TSA, à des 

résultats différents de ceux provenant d’une stimulation au PV. 
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3. IL-8 

3.1. ARN de l’IL-8 

Afin de déterminer si les effets de la TSA observés sur le promoteur iκbα et sur la 

synthèse de l’ARNm peuvent s’appliquer à d’autres promoteurs dépendant du NF-κB, nous 

avons testé les promoteurs il-8 et icam-1. Dans un premier temps, nous avons étudié le 

promoteur il-8 (Josse et al., 2001) et la synthèse de l’ARNm (Figure 45a). Les ARN totaux 

ont été isolés à partir de cellules HeLa traitées au PV ou au TNFα en présence/absence de 

TSA. Des RT-PCR quantitatives en temps réel ont permis d’analyser les ARN obtenus avec 

des amorces spécifiques. Les résultats obtenus ont été normalisés avec le transcrit de la β2-

microglobuline. Le traitement au PV seul entraîne une forte synthèse de l’ARNm de l’IL-8 

qui est nettement réduite par l’ajout de TSA. Cependant, nous avons détecté une 

augmentation de cette synthèse après 2 et 4 heures de co-traitement au TNFα et TSA. 

 

3.2. Activité transcriptionnelle du NF-κB 

Nous avons réalisé des transfections transitoires afin de tester l’activité 

transcriptionnelle du NF-κB sur une construction représentant le promoteur il-8 en fusion 

avec le gène rapporteur de la luciférase. Vingt heures après transfection, les cellules HeLa ont 

été traitées durant 8 heures avec du PV ou du TNFα en présence/absence de TSA. Après la 

lyse, l’activité luciférase a pu être détectée (Figure 45b). Nous avons observé une forte 

activité transcriptionnelle du NF-κB suite à une stimulation au PV, mais l’ajout de TSA 

entraîne une nette diminution. Par contre, nous avons observé que la TSA engendrait une 

augmentation de cette activité lorsqu’elle est induite par le TNFα. 

 

3.3. Conclusions 

Précédemment, nous avons démontré les effets marqués de la TSA sur le promoteur 

iκbα suite à des stimulations au PV et au TNFα. Nous avons ensuite vérifié si ces effets 

pouvaient s’appliquer à d’autres promoteurs en testant tout d’abord le promoteur il-8. Dans le 
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cas d’une induction au PV, la synthèse de l’ARNm de l’IL-8 réagit de la même façon que 

celle de IκBα après addition de TSA. Effectivement, nous avons obtenu une nette réduction 

de la synthèse de l’ARNm de l’IL-8 après co-traitement au PV et TSA. Par contre, l’ajout de 

TSA provoque une augmentation de cette synthèse lorsqu’elle est induite au TNFα. 

Les transfections transitoires nous ont clairement montré que la TSA entraîne une 

diminution de l’activité transcriptionnelle du NF-κB après stimulation au PV et une 

augmentation lors d’un traitement au TNFα. 

Etant donné que les résultats obtenus sur le promoteur il-8 se rapprochent de ceux liés 

au promoteur iκbα, nous avons décidé de ne pas investiguer d’avantage ce promoteur. 

 

4. ICAM-1 

4.1. ARN d’ICAM-1 

Le troisième promoteur à avoir été étudié est le promoteur icam-1 (Voragberger et al., 

1991). Nous nous sommes tout d’abord intéressé à la synthèse de l’ARNm d’ICAM-1. Les 

cellules HeLa ont été traitées avec du PV ou du TNFα en présence/absence de TSA. Les ARN 

totaux ont été isolés et analysés par RT-PCR quantitative en temps réel avec des amorces 

spécifiques. Le transcrit de la β2-microglobuline a permis de normaliser les résultats. La 

comparaison entre les stimulations au PV et au PV avec TSA n’a révélé aucune différence 

significative de la synthèse de l’ARNm d’ICAM-1 (Figure 46a). Cependant, l’addition de 

TSA au traitement au TNFα initie une diminution de moitié l’expression de l’ARNm 

d’ICAM-1 après 1 heure. Celle-ci se stabilise et est même légèrement augmentée à 4 heures. 

Cet effet est similaire à celui obtenu après co-traitement au PV et TSA sur le promoteur iκbα. 

 

4.2. Activité transcriptionnelle du NF-κB 

Nous avons ensuite examiné l’activité transcriptionnelle du NF-κB en transfectant 

transitoirement des cellules HeLa avec un gène rapporteur luciférase placé sous le contrôle du 

promoteur icam-1. Après vingt heures de transfection, ces cellules ont été traitées au PV ou 
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TNFα en présence/absence de TSA pendant 8 heures avant la lyse. L’activité luciférase 

détectée a été normalisée avec la quantité de protéine (Figure 46b). Pour les traitements au PV 

et au TNFα, la présence de TSA n’entraîne pas de changements marquants de l’activité 

transcriptionnelle du NF-κB. Ces résultats indiquent que le promoteur icam-1 ne réagit pas de 

la même façon que le promoteur iκbα aux stimulations par le PV ou le TNFα en présence de 

TSA. Nous avons donc mis en évidence une spécificité de promoteur pour les effets de la 

TSA sur les inductions au PV ou au TNFα. 

 

4.3. Modifications épigénétiques du promoteur icam-1 

Puisque l’influence de la TSA sur les gènes répondant au NF-κB semble dépendre du 

promoteur considéré, nous avons exploré le promoteur icam-1 dans le cadre de la fixation in 

vivo de p65 et de l’ARN Pol II mais aussi des modifications post-traductionnelles de l’histone 

H3 (Figure 47a et b). Des expériences de ChIP ont été réalisées sur des cellules HeLa traitées 

au PV ou TNFα en présence/absence de TSA. Quel que soit l’inducteur, PV ou TNFα, les 

recrutements de p65 et de l’ARN Pol II ne sont pas affectés par la présence de TSA. De 

manière intéressante, la TSA entraîne une augmentation de l’acétylation de l’histone H3 sur la 

Lys14 induite par le PV à 1 heure, alors qu’elle n’a aucun effet sur une stimulation au TNFα 

(Figure 47c). De plus, la phosphorylation de l’histone H3 sur la Ser10 par le PV est favorisée 

par l’ajout de TSA dès 15 minutes jusqu’à 1 heure (Figure 47d). Des résultats opposés ont été 

détectés avec le TNFα. En effet, une diminution de la phosphorylation de l’histone H3 est 

induite par l’addition de TSA à une stimulation au TNFα. Ces données confirment le fait que 

la TSA affecte différemment la régulation des promoteurs iκbα et icam-1 de manière 

spécifique du stimulus. 

Le recrutement des formes phosphorylées de p65 sur le promoteur icam-1 a ensuite été 

étudié par la technique de ChIP sur des cellules HeLa traitées au PV ou TNFα en présence/ 

absence de TSA. Que p65 soit phosphorylé sur la Ser276 ou sur la Ser536 suite à un 

traitement au PV ou au TNFα, sa liaison sur le promoteur icam-1 n’est pas significativement 

modifiée par l’addition de TSA (Figure 48a et b). Le potentiel transactivateur de p65 

n’apparaît donc pas modulé par la présence de TSA. 
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Etant donné qu’IKKα est responsable de la phosphorylation de l’histone H3 sur la 

Ser10 et de p65 sur la Ser536, nous avons également testé le recrutement d’IKKα sur le 

promoteur icam-1 par des expériences de ChIP (Figure 48c). Nous avons observé que la 

présence de TSA n’induit pas de modification de cette liaison après stimulation au PV, alors 

que pour le traitement au TNFα, une augmentation de cette fixation est obtenue par ajout de 

TSA. 

 

4.4. Conclusions 

L’étude du promoteur iκbα a permis de mettre en évidence l’origine du retard de 

synthèse de l’ARNm d’IκBα suite au traitement simultané au PV et TSA. En effet, nous 

avons démontré que ce type d’induction provoque un retard de recrutement d’IKKα, de p65 

phosphorylé sur la Ser536 et de l’ARN Pol II mais également une réduction de l’acétylation et 

de la phosphorylation de l’histone H3. Afin de vérifier si ces effets peuvent s’appliquer à 

d’autres promoteurs, nous avons testé le promoteur icam-1. Nous n’avons pas détecté, par la 

technique de RT-PCR quantitative en temps réel, de modification de la synthèse de l’ARNm 

d’ICAM-1 induit par le PV après ajout de TSA. Par contre, cette synthèse est réduite lors du 

co-traitement au TNFα et TSA. Nous avons donc décelé une similarité de réponse entre le 

promoteur icam-1 après traitement TNFα avec TSA et le promoteur iκbα suite à une 

stimulation au PV avec TSA. 

Les transfections transitoires ne nous ont pas montré de différence de l’activité 

transcriptionnelle suite à l’ajout de TSA que ce soit après stimulation au PV ou au TNFα. 

Nous nous sommes ensuite intéressés aux modifications épigénétiques liées au 

promoteur icam-1. Grâce aux expériences de ChIP, nous avons démontré que les recrutements 

de p65 et de l’ARN Pol II ne sont pas modulés par la présence de TSA, que ce soit après 

stimulation au PV ou au TNFα. Par contre, l’acétylation et la phosphorylation de l’histone H3 

induites par le PV sont clairement favorisées après ajout de TSA. Cependant, le co-traitement 

au TNFα et TSA ne modifie pas l’acétylation mais réduit la phosphorylation de cette histone 

H3. Les recrutements de p65 phosphorylé sur les Ser276 ou Ser536 induits par le PV ou le 

TNFα n’ont pas permis de mettre en évidence de modulation par la TSA. Etant donné que la 

phosphorylation de l’histone H3 est modifiée par l’ajout de TSA, nous avons testé la fixation 
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d’IKK α. De manière étonnante, aucune différence de liaison n’apparaît après un traitement 

simultané au PV et TSA, alors que la phosphorylation de l’histone H3 est favorisée. Par 

contre, une réduction du recrutement d’IKKα induite par le TNFα est observée lors de 

l’addition de TSA. Celle-ci est probablement liée à la diminution de phosphorylation de 

l’histone H3. 

Ces résultats nous permettent d’affirmer qu’il existe une spécificité d’inducteur et de 

promoteur de l’activation du NF-κB. 

 



 Discussion - Perspectives  71 

DISCUSSION - PERSPECTIVES 

 

L’importance du facteur de transcription NF-κB dans des processus biologiques très 

variés implique que ses fonctions doivent être étroitement régulées. Les divers acteurs de 

l’activation du NF-κB participent à des interactions entre protéines et sont le siège de 

nombreuses modifications post-traductionnelles, telles que la phosphorylation, l’acétylation, 

l’ubiquitination, la sumoylation, la neddylation, la nitration de tyrosine et la nitrosylation de 

cystéine (Amir et al., 2002 ; Marshall et al., 2004 ; Park et al., 2005 ; Gao et al., 2006 ; 

Perkins, 2006 ; Yakovlev et al., 2007 ; Mabb and Miyamoto, 2007).  

Un traitement au TNFα combiné avec un inhibiteur de HDAC, la TSA, entraîne une 

extension de l’activation du NF-κB. Celle-ci provient, du moins en partie, d’une activité 

prolongée du complexe IKK et d’un retard de la réapparition d’IκBα dans le cytoplasme 

(Adam et al., 2003). Une explication complémentaire est fournie par une étude décrivant la 

désacétylation de p65 par HDAC3 suite à une stimulation par le TNFα (cfr introduction, 

paragraphe 7.8.2). L’affinité de p65 pour IκBα est alors augmentée, favorisant son export 

vers le cytoplasme (Chen et al., 2001). L’inhibition des HDACs empêche donc l’interaction 

de p65 avec IκBα, mais également son export nucléaire conduisant par conséquent à une 

résidence nucléaire de p65 plus longue. 

Afin de cerner plus précisément l’importance des HDACs dans l’activation du NF-κB, 

nous avons étudié les effets de leur inhibition par la TSA sur diverses voies de signalisation 

du NF-κB : (i) la voie classique induite par le TNFα, l’IL-1 β ou le PMA, (ii) la voie 

alternative médiée par la LTβ, et (iii) des voies atypiques stimulées par le H2O2 ou le PV. 

Dans la première partie de ce travail, nous avons démontré que la TSA agit sur l’activation du 

NF-κB de manière dépendante du stimulus et du type cellulaire. En effet, les cellules HeLa 

ont permis de mettre en évidence le fait que l’inhibition d’HDACs par la TSA prolonge 

l’activation du NF-κB induite par le TNFα, l’IL-1 β, le PMA et le PV. Ce prolongement est 

associé à un retard de réapparition d’IκBα dans le cytoplasme. En l’absence d’IκBα, NF-κB 

n’est pas retiré de l’ADN et son activation s’en trouve donc prolongée. Par contre, les 

stimulations par la LTβ et le H2O2 ne sont pas similairement affectées par l’ajout de TSA.  
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1. Voie classique 

Dans le cadre de l’activation de la voie classique (TNFα, IL-1β et PMA), ce 

prolongement en question est dû à une extension de l’activité du complexe IKK. Celle-ci est 

plus prononcée avec le PMA ou l’IL-1β qu’avec le TNFα. Cela peut être expliqué par les 

diversifications existant entre ces trois types de signalisations qui mènent à l’activation du 

complexe IKK. En effet, comme nous l’avons décrit dans l’introduction (cfr paragraphe 

7.1.1), la stimulation par le TNFα active les protéines TRADD, RIP, TRAF2, TAK1 et FADD 

en amont du complexe IKK (Chen and Goeddel, 2002 ; Blonska et al., 2005). Dans le cas 

d’une induction à l’IL-1β, ce sont les protéines MyD88, IRAK1, IRAK6, TAK1, TAB1 et 

TAB2 qui signalisent vers les IKKs (Akira and Takeda, 2004). Quant à la voie de 

signalisation induite par le PMA, elle passe par l’activation des PKCs (Lin et al., 2000). 

Malgré ces différences d’intensité ou de cinétique, ces trois inducteurs de la voie classique en 

combinaison avec la TSA présentent une extension de l’activité du complexe IKK. Ce 

complexe étant le facteur commun aux trois voies, il est envisageable qu’il soit la cible directe 

de phénomènes d’acétylation/désacétylation. En effet, l’état d’acétylation des protéines 

situées en amont du complexe est assez peu connu. L’influence de la TSA sur l’activation des 

IKKs suite à une induction au TNFα est actuellement investiguée par le groupe du Dr Carine 

Van Lint. Il tente de mettre en évidence une interaction entre le complexe IKK et une HDAC 

ainsi qu’une acétylation potentielle des IKKs qui pourrait prolonger cette activité du 

complexe (communication personnelle).  

Il serait intéressant de pouvoir disposer d’inhibiteurs spécifiques de chaque HDAC 

afin de cibler leur action. Ainsi, nous pourrions étudier de manière plus particulière le 

prolongement de l’activité du complexe IKK. Actuellement, la tubacine inhibe HDAC6, le 

SAHA aurait un rôle sélectif sur HDAC7 et le PCI-34051 sur HDAC8 (Zhang et al., 2003 ; 

Dokmanovic et al., 2007 ; Balasubramanian et al., 2008). Par ailleurs, l’utilisation de souris 

KO pour une HDAC représente également un outil prometteur. Cependant, l’absence 

d’expression de certaines HDACs est létale au stade embryonnaire. C’est le cas d’HDAC1, 

HDAC7 et HDAC8, dont le rôle n’est visiblement pas suffisamment compensé par les autres 

HDACs. Par contre, les souris KO pour HDAC6 sont viables ; elles possèdent un 

développement normal malgré une tubuline hyperacétylée (Lagger et al., 2002 ; Vannini et 

al., 2004 ; Chang et al., 2006). 
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De notre côté, nous avons soulevé l’éventualité d’une influence négative de la TSA sur 

l’action de phosphatases. Dans ce cas, l’inhibition directe ou indirecte par la TSA de la 

phosphatase responsable de la déphosphorylation et de la désactivation du complexe IKK 

pourrait expliquer le prolongement de l’activité des IKKs. En effet, une étude a mis en 

évidence des complexes entre des HDACs (HDAC1, HDAC6 et HDAC10) et des 

phosphatases à sérine/thréonine (PP1, Protein Phosphatase 1) (Brush et al., 2004). 

L’inhibition des HDACs composant ces complexes module l’activité des phosphatases 

associées. Dans ce contexte, nous pouvons supposer que l’inhibition des HDACs empêche des 

phosphatases associées de déphosphoryler et donc de désactiver les IKKs. En outre, dans 

plusieurs études, PP2A a déjà été observée, dans plusieurs études, comme un acteur 

déterminant de la terminaison de l’activation du complexe IKK (DiDonato et al., 1997 ; Fu et 

al., 2003 ; Miskolci et al., 2003). Dans cette optique, nous avons analysé l’activité 

phosphatase de PP2A mais également de PP1 en présence de TSA ou d’inhibiteurs 

spécifiques, l’acide okadaïque et la calyculin A. Nous avons effectué un test basé sur la 

fluorescence d’un substrat lorsqu’il est déphosphorylé, le DiFMU. Au cours de cette analyse, 

nous ne sommes pas parvenus à mettre en évidence une inhibition induite par la TSA 

supérieure à 15-20%. Nous pouvons donc avancer que la TSA n’a pas d’effet significatif sur 

les activités de PP1 et de PP2A dans nos conditions d’expérimentation. Néanmoins, l’acide 

okadaïque et la calyculin A inhibe seulement de 35 à 50% ces activités, alors que les 

concentrations utilisées sont supérieures d’un facteur 10 à l’indice IC50 des phosphatases. 

L’inhibition devrait être quasi totale. Cette technique présente donc des limites liées à un bruit 

de fond excessif. En outre, l’effet de la TSA que nous tentons de mettre en évidence est peut-

être ciblé au niveau du complexe IKK. Cependant, nous n’avons pas réussi à détecter de 

fluorescence après immunoprécipitation du complexe IKK. Cette hypothèse n’a donc pas été 

approfondie. 

D’autres publications soulignent la complexité du système. Tout d’abord, l’équipe de 

Kray (2005) a récemment remarqué, par l’utilisation d’acide okadaïque, que PP2A 

favoriserait l’activation des IKKs. Ensuite, d’autres phosphatases modulent négativement 

l’activation du complexe IKK, comme les PP2C (Hanada et al., 2001 ; Li et al., 2003 ; 

Prajapati et al., 2004).  

Enfin, l’action de la TSA sur la dissociation des complexes constitués d’HDAC1 et de 

PP1 ne serait pas toujours liée à une inhibition des activités de ces deux types d’enzymes. En 

effet, elle permettrait à PP1 d’être actif et de déphosphoryler Akt (Chen et al., 2005). Cette 
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inactivation d’Akt permettrait à GSK3β de médier l’apoptose (Alao et al., 2006). La 

distinction entre les résultats de Brush (2004) et ceux de Chen (2005) et Alao (2006) pourrait 

provenir de la concentration de TSA utilisée et de la durée de traitement. Dans le premier cas, 

la TSA est utilisée à une concentration de 5 µM pendant 1 heure, alors que dans le second, 

elle est de 0,5 µM durant 12 à 48 heures. Ces données, à première vue, contradictoires sont 

intéressantes car elles permettent de faire un rapprochement avec d’autres études qui 

démontrent, d’une part, que le traitement par un inhibiteur d’HDAC (TSA ou butyrate) durant 

des temps courts (inférieurs à 8 heures) entraînent l’activation du NF-κB dans le but probable 

de favoriser la survie cellulaire (Adam et al., 2003). D’autre part, l’exposition prolongée (plus 

de 12 heures) des cellules à un inhibiteur d’HDAC (TSA, butyrate ou SAHA) amorcent les 

voies apoptotiques (Johnstone, 2002 ; Burgess et al., 2004) (cfr introduction, paragraphe 

6.4.1.3). En outre, cette exposition est responsable de la suppression de l’activation du NF-κB 

via deux mécanismes : (i) la diminution de l’expression de sous-unités du protéasome (Place 

et al., 2005), (ii) la réduction de l’expression du TNFR1 et de son exposition en surface (Imre 

et al., 2006). 

 

2. Voie alternative 

L’effet de l’inhibition des HDACs sur l’activation de la voie alternative a été étudié 

dans des cellules MEFs déficientes en NEMO afin de ne pas activer la voie classique (cfr 

introduction, paragraphe 7.7.2). Ce travail n’a pas montré de prolongement de l’activation de 

la voie alternative du NF-κB induite par la combinaison LTβ et TSA, mais plutôt une 

activation plus hâtive. Ce résultat interpelant laisse supposer que des HDACs pourraient 

retarder l’activation de cette voie, autrement dit, que des phénomènes d’acétylation seraient 

requis. L’analyse plus précise du rôle des HDACs dans la voie alternative constitue 

certainement une voie de recherche prometteuse.  

Il serait intéressant de tester l’acétylation de protéines essentielles à cette voie telles 

qu’IKK α et NIK. En effet, des études récentes ont démontré qu’IKK α phosphoryle l’histone 

H3 sur la Ser10 permettant l’acétylation subséquente de la Lys14 par CBP (Yamamoto et al., 

2003 ; Anest et al., 2003). De plus, CBP est phosphorylé par IKKα, ce qui régule son activité 

HAT (Huang et al., 2007). Cette proximité entre IKKα et CBP pourrait indiquer un signe 

d’acétylation potentielle d’IKKα favorisant son action sur la protéolyse partielle de p100. 
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D’un autre côté, NIK, contribuant à la phosphorylation de l’histone H3 par IKKα (Park et al., 

2006), pourrait également être une cible éventuelle d’acétylation. Par ailleurs, p52, issu de la 

protéolyse de p100, subit également une acétylation, jouant un rôle négatif sur la liaison de 

p65 à l’ADN (Hu and Colburn, 2005).  

Dans la pratique, nous pourrions réaliser des tests d’acétylation d’IKKα, de NIK et de 

p52 après induction à la LTβ en présence TSA. Ces analyses pourraient être réalisées soit par 

incorporation d’acétyl CoA tritié, soit en western blot avec un anticorps reconnaissant les 

lysines acétylées après avoir immunoprécipité la kinase d’intérêt. Ensuite, le recrutement de 

ces trois protéines sur un promoteur cible de cette voie d’activation du NF-κB, tel que SLC 

(Secondary Lymphoid tissue Chemokine) pourrait être observé par la technique de ChIP 

(Bonizzi and Karin, 2004). 

 

3. Activation par le H2O2 

Nous n’avons pas pu montrer de net prolongement de l’activation du NF-κB induite 

par le H2O2 suite à l’addition simultanée de TSA, hormis une augmentation de la liaison après 

4 heures de co-stimulation. Par contre, l’activité du complexe IKK semble diminuée par 

l’ajout de TSA plutôt qu’augmentée. Cette analyse n’a pas été approfondie dans ce travail 

étant donné la discordance entre l’activation du NF-κB et celle des IKKs. Pourtant, la façon 

dont NF-κB pourrait être activé malgré une diminution de l’activité du complexe IKK 

représente une piste attrayante. En effet, nous nous sommes basés sur les travaux de Storz et 

Toker (2003) démontrant une activation du complexe IKK par la PKD suite au H2O2 dans les 

cellules HeLa. Cependant, une phosphorylation d’IκBα sur tyrosine est probable dans ce 

contexte de stress oxydant. Nous pourrions tester l’effet de l’inhibition des HDACs sur cette 

phosphorylation  afin de déterminer sa responsabilité dans l’augmentation de l’activation du 

NF-κB après 4 heures de traitement combiné au H2O2 et TSA. La réalisation de western blot 

avec un anticorps dirigé contre la forme phosphorylée sur tyrosine d’IκBα ainsi que des ChIP 

permettraient de vérifier le recrutement, notamment, de p65 et de l’ARN Pol II. 

En ce qui concerne l’activité du complexe IKK, une hypothèse expliquant la réduction 

en présence de TSA pourrait provenir d’une acétylation potentielle des IKKs suite à la TSA 

qui gênerait l’activation par la PKD. En effet, il a été constaté que seules les sérines 180 et 
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181 d’IKKα et d’IKKβ, respectivement, sont nécessaires à l’activation du complexe induit 

par le H2O2 dans les cellules HeLa. Les sérines 176 et 177 ne sont pas requises (Kamata et al., 

2002). Ceci n’exclut pas la phosphorylation d’autres sérines des IKKs. Cette différence avec 

la voie classique qui active en plus les sérines 176 d’IKK α et 177 d’IKKβ pourrait être une 

des raisons de la diminution de l’activité du complexe IKK suite à la co-stimulation avec 

H2O2 et TSA. 

 

4. Activation par le PV 

Le PV est un inducteur puissant de la phosphorylation d’IκBα sur tyrosine par 

l’inhibition de tyrosine phosphatases. Par ailleurs, certaines stimulations physiologiques de 

l’activation du NF-κB requièrent cette phosphorylation d’IκBα sur tyrosine. C’est le cas du 

TNFα dans les macrophages isolés de la moelle qui active NF-κB de manière dépendante de 

c-Src (Abu-Amer et al., 1998). Le facteur de croissance EGF active également NF-κB par 

l’intervention de la phosphorylation de la tyrosine 42 d’IκBα. Cette voie est indépendante du 

complexe IKK (Sethi et al., 2007). 

L’inhibition des HDACs par l’ajout de TSA entraîne un prolongement de l’activation 

du NF-κB par le PV, comme dans le cas de la voie classique. Cette extension est également 

corrélée avec un retard de réapparition d’IκBα dans le cytoplasme. De manière surprenante, 

deux inducteurs de stress oxydant, le H2O2 et le PV, réagissent différemment face à la TSA. 

Cela peut être expliqué, du moins en partie, par le fait que l’inhibition des tyrosine 

phosphatases par le H2O2 est réversible, alors que celle engendrée par le PV ne l’est pas.  

Cependant, aucune modification de la phosphorylation sur tyrosine d’IκBα n’est 

détectée après ajout de TSA à une stimulation au PV. Nous n’avons pas d’avantage pu mettre 

en évidence d’activité prolongée du complexe IKK. La phosphorylation d’IκBα ne semblant 

pas être la cible de la TSA, contrairement à la voie classique, nous nous sommes intéressés 

aux événements se déroulant au niveau du promoteur iκbα. L’activation du NF-κB est aussi 

prolongée sur le site κB1 du promoteur iκbα, alors que la réapparition de la protéine dans le 

cytoplasme est différée. Nous avons tenté de déterminer les raisons de ce retard induit par le 

PV additionné de TSA dans la seconde partie de ce travail. Une comparaison a été réalisée 

avec les effets de la TSA sur une stimulation au TNFα. 
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En outre, l’activation prolongée du NF-κB induite par le traitement combiné au PV et 

TSA semble être reproductible avec d’autres inhibiteurs de HDACs, puisque nous l’avons 

également observée avec le SAHA dans les cellules HeLa. Néanmoins, cet effet n’est pas 

généralisable à tous les types cellulaires car les cellules T Jurkat ne présentent pas de 

modulation significative.  

Nous pouvons donc affirmer que le rôle des HDACs dans l’activation du NF-κB 

dépend de l’inducteur et du type cellulaire. Pour la suite de cette étude, nous avons décidé de 

nous focaliser sur l’utilisation de deux types d’inducteurs dans les cellules HeLa. Le premier 

est le TNFα, dont l’activation du NF-κB est prolongée par la présence de TSA. Il s’agit de 

l’inducteur de la voie classique qui regroupe le plus de données bibliographiques.  Le second 

inducteur étudié dans la suite de ce travail est le PV. Il présente également une extension de 

l’activation du NF-κB en combinaison avec la TSA. Cependant, les mécanismes impliqués 

diffèrent pour ces deux inducteurs. 

 

5. Modifications épigénétiques au niveau des promoteurs iκκκκbαααα 

et icam-1 

Au cours de ces dernières années, il est apparu que la voie de signalisation du NF-κB 

subit plusieurs niveaux de régulation. L’aspect nucléaire de ce phénomène est maintenant 

largement étudié (Vermeulen et al., 2002 ; Yamamoto et al., 2003 ; Hoberg et al., 2006 ; 

Gloire et al., 2006a ; Habraken and Piette, 2006). En effet, le recrutement du NF-κB aux 

gènes cibles et les événements liés à leur transcription dévoilent des cinétiques complexes et 

sont donc activement contrôlés (Natoli et al., 2005). 

 

5.1. Promoteur iκbα 

Dans la suite de ce travail, nous avons comparé les effets de la TSA sur deux types de 

voies d’activation du NF-κB induites, soit par le PV, soit par le TNFα. L’activation du NF-κB 

est prolongée par la présence de TSA après chaque stimulus. Un rôle inhibiteur des HDACs 

sur l’activation du NF-κB est donc mis en évidence pour les deux types de voies, mais par des 

mécanismes distincts. Nous avons analysé la synthèse de l’ARNm d’IκBα induite par le PV 
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afin de déterminer une éventuelle perturbation de la transcription par la TSA malgré la 

présence du NF-κB dans le noyau. 

L’activité prolongée du complexe IKK induite par la co-stimulation au TNFα et à la 

TSA semble être impliquée dans la réapparition différée d’IκBα dans le cytoplasme alors 

qu’il n’y a pas de modification significative de l’expression de l’ARNm d’IκBα. Par contre, 

dans le cas d’une induction au PV, l’addition de TSA n’affecte pas les activités des IKKs et 

des tyrosine kinases en amont d’IκBα. Cependant, la synthèse de l’ARNm d’IκBα apparaît 

retardée, entraînant une persistance de la résidence nucléaire du NF-κB. L’inhibition des 

HDACs par la TSA prolonge donc l’activation du NF-κB induite par le PV en retardant la 

synthèse de son inhibiteur IκBα. 

Ensuite, nous avons étudié aux mécanismes moléculaires des modifications 

épigénétiques au niveau du promoteur iκbα afin de déterminer l’origine du retard 

d’expression de l’ARNm d’IκBα après le co-traitement au PV avec TSA.  

Dans ce travail, des expériences de ChIP ont permis de mettre en évidence plusieurs 

disfonctionnements au niveau du promoteur iκbα après une stimulation au PV en présence de 

TSA. Tout d’abord, nous avons remarqué que la liaison de p65 n’était pas modifiée alors que 

celle de l’ARN Pol II est réduite. Dans le cadre d’un traitement au PV seul, cette fixation de 

l’ARN Pol II n’est pas affectée. C’est donc l’inhibition des HDACs qui interfère entre le 

recrutement de l’ARN Pol II. 

Depuis quelques années, de nombreuses études traitent des rôles nucléaires d’IKKα 

importants pour la phosphorylation de protéines histoniques et non-histoniques. Il a 

récemment été démontré qu’IKKα coordonne les phosphorylations de p65 sur la Ser536 et de 

SMRT sur la Ser2410 au niveau de promoteurs dépendant du NF-κB, ciap-2 et il-8 (Hoberg et 

al., 2006). Ces modifications désactivent le complexe co-répresseur SMRT/HDAC3 et permet 

l’acétylation de p65 sur la Lys310 par CBP/p300, ce qui augmente son pouvoir 

transactivateur. Cette interaction entre p65 et CBP est facilitée par IKKα qui phosphoryle les 

Ser1382 et 1386 de CBP afin d’augmenter son activité HAT et de favoriser l’expression des 

gènes dépendant du NF-κB (Huang et al., 2007). En plus de son importance pour le potentiel 

transactivateur de p65, IKKα est requis pour la liaison de p65 sur certains promoteurs (icam-1 

et mcp-1) et pour le retrait d’HDAC3, alors que d’autres promoteurs (iκbα) ne nécessitent pas 

IKK α (Gloire et al., 2007). En outre, IKKα est responsable de la phosphorylation de l’histone 
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H3 sur la Ser10 au niveau du promoteur iκbα (Yamamoto et al., 2003 ; Anest et al., 2003 ; 

Park et al., 2006). Cette phosphorylation semble requise pour l’acétylation subséquente de 

l’histone H3 sur la Lys14 par CBP/p300. Cette acétylation est nécessaire pour permettre 

l’accessibilité aux composants de la machinerie basale de la transcription, dont l’ARN Pol II.  

Le recrutement de l’ARN Pol II induit par le PV étant modifié par la présence de TSA, 

nous avons analysé les phénomènes se déroulant avant cette liaison, tels que les modifications 

post-traductionnelles des histones et l’éventualité d’une implication pour IKKα. D’autres 

perturbations ont été mises en évidence sur ce promoteur suite au traitement combiné PV et 

TSA. Celles-ci conduisent à une diminution de la phosphorylation et de l’acétylation de 

l’histone H3 sur la Ser10 et la Lys14, respectivement, mais également à une réduction de p65 

phosphorylé sur la Ser536 et d’IKKα.  

Le potentiel transactivateur de p65 a donc été étudié à travers le recrutement de p65 

phosphorylé sur la Ser536 au niveau du promoteur iκbα. Nous avons observé que la TSA 

diminue nettement sa liaison induite par le PV. Pourtant, la fixation de p65 non modifié ne 

change pas quelque soit le traitement. Cela implique la possibilité que p65 soit probablement 

phosphorylé après son recrutement au promoteur, comme cela a été proposé par le groupe de 

Hoberg grâce à l’intervention d’IKKα (2006).  

Nous basant sur les études précédentes (Yamamoto et al., 2003 ; Anest et al., 2003 ; 

Hoberg et al., 2006), nous émettons l’hypothèse que les HDACs pourraient jouer un rôle dans 

l’activité et/ou le recrutement d’IKKα au niveau du promoteur iκbα dans le cas de l’induction 

au PV. L’expression réduite de l’ARN d’IκBα après le traitement combiné PV et TSA 

résulterait d’une perturbation transitoire du recrutement d’IKKα sur le promoteur iκbα. Cela 

influencerait les évènements suivants importants pour la transcription. D’un côté, cela réduit 

la phosphorylation de l’histone H3 sur la Ser10, qui est un prérequis pour l’acétylation de la 

Lys14 et le recrutement de l’ARN Pol II. D’un autre côté,  cela diminue la phosphorylation de 

p65 sur la Ser536, nécessaire à sa transactivation à travers l’intervention de CBP/p300. En 

l’absence temporaire de l’ARN Pol II et d’activité transactivatrice de p65, la synthèse de 

l’ARNm d’I κBα serait différée. 

Nous avons également analysé le rôle d’une autre kinase responsable de la 

phosphorylation de l’histone H3, MSK1 qui se situe dans la voie des MAPK (Deak et al., 

1998). Par la technique de western blot, nous avons remarqué que l’addition de TSA à une 



 Discussion - Perspectives  80 

stimulation au PV ne modifie ni la phosphorylation des kinases en amont de MSK1, ERK et 

p38, ni celle de ces cibles, l’histone H3 (Ser10) et p65 (Ser276). L’activité globale de MSK1 

ne semble donc pas affectée par ce traitement combiné. De plus, des expériences de ChIP ont 

permis d’observer que la liaison de p65 phosphorylé sur la Ser276 sur le promoteur iκbα n’est 

pas significativement modifiée après induction au PV avec TSA. Ces résultats suggèrent que 

MSK1 n’est pas impliqué dans le retard de synthèse de l’ARNm d’IκBα. D’ailleurs, le groupe 

de Saccani (2002) a démontré que la phosphorylation de l’histone H3 au niveau du promoteur 

iκbα se déroule de manière indépendante de p38, corroborant l‘absence d’engagement de 

MSK1 dans ce processus. 

Par contre, un argument supplémentaire en faveur de l’implication d’IKK α dans notre 

modèle provient d’une analyse des cellules IKKα-/- qui présentent un recrutement correct de 

p65 sur le promoteur iκbα mais dévoilent des problèmes de phosphorylation de la Ser10 et 

d’acétylation de la Lys14 de l’histone H3 (Yamamoto et al., 2003).  De leur côté, Hoberg et 

ses collaborateurs (2004) ont remarqué une perte de liaison de p65 sur les promoteurs ciap-2 

et il-8 dans les cellules IKKβ-/-.  

Etant donné le rôle joué par IKKα dans la dé-répression du complexe co-répresseur 

SMRT/HDAC3, il serait intéressant de déterminer leur fixation au promoteur iκbα suite au 

traitement par le PV seul ou en présence de TSA par la technique de ChIP. 

IKK α semblerait être un acteur majeur dans la synthèse de l’ARNm d’IκBα par 

l’intervention des phosphorylations de l’histone H3 et de p65 au niveau du promoteur iκbα. 

Cependant, d’autres travaux du laboratoire ont mis en évidence la nécessité d’IKKα pour la 

liaison de p65 sur les promoteurs icam-1, alors que, pour le promoteur iκbα, IKK α est 

quasiment dispensable pour cette fixation de p65 (Gloire et al., 2007). Nous pouvons donc 

supposer qu’IKKα est requis pour la transcription de ces deux gènes mais par des mécanismes 

différents, dépendant du promoteur considéré. 

Une explication potentielle de cette distinction peut découler du fait que moins de 10% 

des gènes semble modifié par l’inhibition des HDACs. De plus, selon la nature du gène, ces 

modifications entraînent soit une activation, soit une répression de la transcription (Van Lint 

et al., 1996 ; Glaser et al., 2003 ; Nusinzon and Horvath, 2005 ; Hildmann et al., 2007).  En 

effet, certains gènes requiert l’activité d’HDACs pour être transcrits (Clayton et al., 2006) (cfr 

introduction, paragraphe 4.2). L’inhibition d’HDACs entraîne pour ces gènes une diminution 
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de la transcription. Il a été démontré que le gène iκbα fait partie de ces gènes (Peart et al., 

2005). D’ailleurs, deux études ont remarqué la persistance d’HDAC3 sur le promoteur iκbα 

suite à une stimulation au TNFα, lui suggérant un rôle (Gao et al., 2005 ; Gloire et al., 2007). 

Etant donné l’implication d’IκBα dans la terminaison de l’activation du NF-κB, nous 

pouvons supposer que son gène est régulé de manière différente du gène icam-1, qui est 

responsable de la médiation de la réponse dépendante du NF-κB. 

Nous pouvons donc postuler que la transcription du gène iκbα nécessite un turnover 

rapide et que HDAC3 soit requis pour la transcription de l’ARNm d’IκBα. L’inhibition 

d’HDAC3 par la TSA entraîne alors une diminution de cette synthèse, malgré la liaison de 

p65 au promoteur. Dans le cas d’une stimulation au TNFα, l’expression de l’ARNm n’est pas 

réduite suite à l’addition de TSA. La fixation d’IKKα sur le promoteur pourrait contrecarrer 

la diminution de cette expression en favorisant les phosphorylations de p65 et de l’histone H3. 

Cela permettrait l’acétylation de l'histone H3 et le recrutement de l’ARN Pol II. Dans le cas 

d’une induction au PV, le problème de recrutement d’IKK α dû à la présence de TSA 

retarderait les modifications subséquentes de l’histone H3 et de p65. La synthèse de l’ARNm 

serait alors réduite et retardée jusqu’à la liaison d’IKK α.  

 

5.2. Promoteur icam-1 

Nous avons démontré que, pour le promoteur icam-1, la présence de TSA augmente la 

phosphorylation de l’histone H3 et la liaison d’IKKα induites par le PV, alors qu’elle réduit 

celle induites par le TNFα. Cette situation est globalement à l’opposé de celle observé sur le 

promoteur iκbα. Néanmoins, le recrutement de l’ARN Pol II sur le promoteur icam-1 

n’apparaît pas modifié par le traitement combiné PV ou TNFα avec la TSA. L’étude de ce 

promoteur mériterait d’être approfondie afin de clarifier la situation. 

Une observation intéressante de ce travail réside dans le fait que l’influence de la TSA 

sur l’activation du NF-κB est nettement spécifique du promoteur en cause. Nous avons 

montré que les promoteurs iκbα et icam-1 répondent différemment à la co-stimulation par le 

PV ou le TNFα avec la TSA en terme de recrutement de protéines et de modifications 

épigénétiques de l’histone H3. Cette spécificité des promoteurs a déjà été mise en évidence 

par le groupe de Saccani (2001 ; 2002). Il décrit trois types de promoteurs régulés par NF-κB 
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sur base de la phosphorylation de l’histone H3 et la dépendance de p38. Le premier type, 

regroupant les promoteurs il-8 et mcp-1, est associé à une phosphorylation de l’histone H3 et 

nécessite p38. La deuxième catégorie, comprenant le promoteur iκbα, requiert la 

phosphorylation de l’histone H3 indépendamment de p38. Enfin, le troisième groupe, 

composé des promoteurs mip-1α et tnfα, fixe NF-κB sans faire intervenir la p38, ni la 

phosphorylation de l’histone H3.  

Dans cette optique, il serait logique de vérifier le recrutement de MSK1 ainsi que 

d’IKK α sur ces promoteurs par la technique de ChIP. Nos résultats obtenus sur le promoteur 

iκbα apparaissent similaires à ceux de Saccani (2002) dans le sens où MSK1 et la p38 ne 

semblent pas requis, contrairement à la phosphorylation de l’histone H3 qui serait médiée par 

IKK α. Etant donné que le promoteur icam-1 a été décrit comme réagissant de la même façon 

que le promoteur mcp-1 (Gloire et al., 2007), nous supposons qu’il appartient au premier type 

de promoteur. D’ailleurs, le traitement combiné au PV avec TSA favorise la phosphorylation 

de la Ser10 de l’histone H3 au niveau du promoteur icam-1, sans modification du recrutement 

d’IKK α. Cette observation pourrait suggérer une implication potentielle de MSK1 dans cette 

phosphorylation, et non d’IKKα comme pour le promoteur iκbα. Ces caractéristiques 

correspondent au premier type de promoteur décrit par le groupe de Saccani (2002). Par 

contre, la situation est plus confuse au niveau du promoteur icam-1 dans le cas d’une 

stimulation au TNF en présence de TSA. En ce qui concerne le promoteur il-8, nous n’avons 

pas étudié les mécanismes épigénétiques car le profil de synthèse de l’ARNm ressemblait à 

celui d’iκbα. Cependant, dans les travaux de Saccani (2002), ces deux promoteurs font parties 

de catégories différentes. Il serait donc intéressant d’investiguer les mécanismes épigénétiques 

du promoteur il-8 par la technique de ChIP. 

En outre, une arginine méthyltransférase, CARM1 (Co-activator-associated arginine 

methyltransferase 1), représente un nouveau co-activateur transcriptionnel du NF-κB et 

fonctionne de manière spécifique au promoteur. En effet, les gènes tels que icam-1 requièrent 

CARM1 pour la transcription dépendant du NF-κB, alors que la transcription des gènes 

comme iκbα est indépendante de CARM1. CARM1 coactive la transactivation médiée par 

NF-κB de manière synergique avec CBP/p300 (Covic et al., 2005). Il serait donc intéressant 

de déterminer l’influence de l’inhibition des HDACs sur l’activité de CARM1 au niveau des 

promoteurs cités par des expériences de ChIP. Nous pourrions également analyser une 
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éventuelle interaction avec IKKα par des expériences de co-immunoprécipitation suite à une 

stimulation au PV ou au TNFα en présence/absence de TSA. 

 

En conclusion, nos résultats suggèrent que l’activation du NF-κB peut être influencée 

de plusieurs façons par un inhibiteur d’HDAC à large spectre, tel que la TSA. Les HDACs ont 

un rôle global d’inhibition par différents mécanismes qui dépendent de l’inducteur et du 

promoteur considéré. L’étude des mécanismes moléculaires régissant l’influence des HDACs 

dans la spécificité des promoteurs peut être un outil intéressant pour le développement de 

stratégies de traitements contre les cancers et les virus tels que le HIV, le BLV ou le EBV 

(Quivy et al., 2002 ; Demonté et al., 2004 ; Vandergeeten et al., 2007 ; Glozak et al., 2007 ; 

Merezak et al., 2002 ; Lagneaux et al., 2007 ; Seo et al., 2008). 

Enfin, il est important de noter que, même si l’on considère que la TSA est un 

inhibiteur à large spectre, elle est inefficace contre les HDACs de classe III, les sirtuins. Ces 

HDACs peuvent donc jouer un rôle non négligeable dans les phénomènes 

d’acétylation/désacétylation des 90% de gènes non modulés par l’inhibition d’HDACs 

« classiques » (classe I, II et IV). En effet, les observations mises en évidence par l’utilisation 

de TSA ne sont qu’une petite goutte d’eau dans l’océan de la régulation de l’expression de 

gènes impliqués dans les diverses fonctions de la cellule. La recherche en biologie 

moléculaire a encore de beau jour devant elle…  
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IκBα(1-54) (un don du Dr R. Gaynor, Université du Texas Southwestern Center, Dallas). Un 

western blot a ensuite été réalisé en utilisant un anticorps anti-IκBα phosphorylé sur les Ser32 

et 36. 

 

10. Extraction de protéines totales pour phospho-western blot 

Les cellules traitées ont été lavées avec une solution saline de tampon phosphate froide 

et rapidement lysées dans un tampon de lyse « SDS-blue » (62,5 mM Tris-HCl, pH 6.8, 2% 

SDS, 10% glycérol, 0,03% poudre de bleu de bromophénol, and 50 mM DTT). Les lysats 

totaux ont été soniqués pendant 50 secondes, bouillis pendant 3 minutes, et utilisés pour un 

western blot comme décrit précédemment (Volanti et al., 2002). 

 

11. Test d’activité phosphatase à sérine/thréonine 

Les cellules HeLa ont été lysées dans du tampon hypotonique (cfr paragraphe  6) afin 

d’obtenir des extraits cytoplasmiques. 2,5 µg d’extraits ont été soumis à un test d’activité 

phosphatase à l’aide du kit « RediPlate™ 96 EnzChek® Serine-Threonine Phosphatase 

Assay » (Invitrogen). L’activité phosphatase a été déterminée par la fluorescence émise lors 

de la déphosphorylation d’un substrat, le DiFMU (6,8-difluoro-4-methylumbelliferyl). Les 

longueurs d’onde d’excitation/émission du DiFMU sont de 358/452nm. La fluorescence 

émise par le DiFMU a été mesurée avec le compteur « Wallac Victor-2TM 1420 multilabel » 

(PerkinElmer Life Sciences, Boston, MA). 

 

12. RT-PCR quantitative en temps réel 

Les échantillons d’ARN totaux ont été extraits avec le kit « RNeasy Mini » (Qiagen) 

en accord avec les recommandations du fournisseur. Un µg d’ARN ont subit une transcription 

inverse (Invitrogen). Pour la PCR quantificative en temps réel, les ADN complémentaires 

obtenus (cDNA) ont été analysé, en triplicat, avec le « SYBR Green Master Mix » (Applied 

Biosystems, Foster City, CA) dans le système séquentiel de détection ABI. Les résultats ont 

été normalisés avec l’ARN de la β2-microglobuline. Les sondes utilisées pour analyser les 
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différents transcrits ont été désignés avec le software Primer ExpressTM (Applied Biosystems) 

: iκbα, FW, 5’-CCAACCAGCCAGAAATTGCT-3’ and RV, 5’-

TCTCGGAGCTCAGGATCACA-3’ ; icam-1, FW, 5’-TGCCAAGAGGGGAGGGGTGC-3’ 

and RV, 5’-GCCCCGGGGAGGCTCCGTGC-3’ ; β2-microglobulin, FW, 5’-

GAGTATGCCTGCCGTGTG-3’ and RV, 5’-AATCCAAATGCGGCATCT-3’ (Eurogentec). 

 

13. Test de protection à la ribonucléase (RPA) 

Les cellules HeLa ont été traitées avec du PV ou du TNFα en présence/absence de 

TSA. Nous avons extrait les ARN totaux à l’aide du kit « RNAqueous Phenol Free Total 

RNA Isolation » (Ambion). Les sondes radioactives correspondant aux ARN d’IκBα et de la 

GAPDH ont été transcrites in vitro avec le kit « RiboprobeTM in vitro transcription systems » 

(Promega). Seize µg d’ARN totaux ont été hybridés à la sonde IκBα et 2 µg à la sonde 

GAPDH durant 16 heures à 42°C. Les hybrides ARNm/sonde ont été traités à la ribonucléase 

et extraits à l’aide du kit RPAII (Ambion). Ces hybrides ont été analysés sur un gel dénaturant 

6%, qui a été séché et autoradiographié. Nous avons ensuite quantifiés les résultats aux 

PhosphorImager (Molecular Dynamics). Les résultats obtenus avec la sonde GAPDH ont 

permis de normaliser ceux de la sonde IκBα. 

 

14. Test d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) 

Les tests d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) ont été effectués avec des 

solutions préparées dans notre laboratoire suivant le protocole « Upstate Cell signaling ». La 

chromatine a été clivée en fragments d’une longueur comprise entre 200 et 1000 paires de 

bases par sonication pendant 15 minutes. Cette sonication a été réalisée dans un bain d’eau 

générant un haut pouvoir d’ultra-son (Bioruptor, Diagenode, Belgique) : 15 cycles de 30 s 

ON, 30 s OFF (1cycle/min) à la puissance maximale. Pour réduire le bruit de fond non 

spécifique, les billes de protéine A-agarose (Pierce), utilisé pour l’immunoprécipitation, ont 

été pré-saturées avec de l’ADN de sperme de hareng (Sigma). Les immunoprécipitations ont 

été réalisées avec 2 µg d’anticorps différents : anti-p65, -RNA Pol II, -histoneH3 acétylé sur 

Lys14, -histoneH3 phosphorylé sur Ser10, -p65 phosphorylé sur Ser276, -p65 phosphorylé sur 

Ser536 et -IKKα. Pour tester la liaison aspécifique sur les billes, un anticorps non relevant a 
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été utilisé comme contrôle de l’immunoprécipitation (anticorps anti-FLAG, Sigma). Une 

extraction d’ADN au phénol/chloroforme a été réalisée et l’ADN immunoprécipité a été 

analysé par PCR quantificative en temps réel avec le « SYBR Green Master Mix » dans le 

système de détection séquentiel ABI. Tous les tests ChIP réalisés présentés correspondent à 

une moyenne de trois expériences indépendantes. Les sondes, correspondant à la région 

promotrice de chaque gène, ont été désignées en utilisant le software Prime ExpressTM : 

iκbα, FW, 5’-CGCTCATCAAAAAGTCCCTG-3’ and RV, 5’-

GGAATTTCCAAGCCAGTCAGAC-3’; icam-1, FW, 5’-CCCGATTGCTTTAGCTTGGAA-

3’ et RV, 5’-CCGGAACAAATGCTGCAGTTAT-3’ (Eurogentec). Comme contrôle de 

spécificité de liaison, nous avons amplifié la région non-codante proche du gène de 

l’albumine (Kouskouti and Talianidis, 2005). 
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