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La voie
sphingomyéline-céramide
dans la réponse cellulaire
aux effecteurs antitumoraux

Certaines cytokines, des agents différenciateurs, ou des
effecteurs antitumoraux activent une voie de transmission
du signal intracellulaire caractérisée par I’hydrolyse de la
sphingomyéline et la production de céramide sous I'effet
de sphingomyélinases. Le céramide exerce des effets biolo-
giques variables (prolifération, apoptose, ou différencia-
tion) selon le modele cellulaire et la nature de 1’agent ago-
niste. Cette voie apparait précisément réglée, en amont de
la production de céramide, par la quantité de sphingomyé-
line hydrolysable et I'inductibilité¢ de la sphingomyé¢linase ;
en aval, par D’activité de certaines protéine kinases, la
concentration intracellulaire de diacylglycérol, des produits
d’oncogenes tels que c-Jun et Bcl-2 et la capacité fonction-
nelle de facteurs transcriptionnels tels que NF-KB et AP-1.
L’effet cytotoxique des rayonnements ionisants, des anthra-
cyclines, de I’aracytine ou de la vincristine, semble passer
par cette voie dont toute altération métabolique ou génoty-
pique s’accompagne d’un phénotype de résistance.

a sphingomyéline (SPM) et
ses dérivés ont été longtemps
considérés exclusivement
comme des €léments structu-
raux des membranes des cel-
lules eucaryotes. La mise en évidence
de T'effet antagoniste de la sphingo-
sine vis-a-vis de la protéine kinase C
par le groupe d’Hannun en 1986, a
constitué la premiere étape d’une
série de travaux qui ont identifié le
role des sphingolipides en tant que
seconds messagers. Par analogie avec
le cycle des phosphatidylinositols, a

été découvert le «cycle», ou la
«voie », de la SPM qui engendre, en
réponse a un nombre croissant
d’agonistes naturels ou pharmacolo-
giques, un médiateur lipidique, le
céramide. Des travaux récents font
état du role joué par le céramide
dans la transmission de signaux acti-
vés par divers effecteurs et condui-
sant a des effets biologiques variés,
voire opposés, tels que prolifération,
différenciation ou mort cellulaire
programmée (apoptose). L’essor de

ce champ particulierement vaste et m——
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complexe est en partie lié a 'implica-
tion de ces voies de transmission du
signal dans le mécanisme de cytotoxi-
cité de diverses classes d’agents anti-
tumoraux ; ceux-ci incluent non seu-
lement des effecteurs naturels tels
que le TNFa ou Fas/Apo-1 mais aussi
des médicaments anticancéreux, des
agents différenciateurs et les rayon-
nements ionisants. De plus, il appa-
rait de plus en plus clairement que
ces voies de transmission du signal
sont réglées par de nombreux para-
metres représentant ainsi autant de
facteurs susceptibles de diminuer
significativement I’efficacité de nom-
breux agents utilisés dans le traite-
ment des tumeurs. En conséquence,
si ce domaine d’investigation appa-
rait novateur dans le domaine de la
biologie cellulaire, il concerne aussi,
et sans doute au premier plan, la
pharmacologie antitumorale et ouvre
de nouvelles approches dans I’amé-
lioration des performances cyto-
toxiques des traitements chimio-
radiothérapiques.

Meétabolisme
de la sphingomyéline

La sphingomyéline (SPM), ou N-
acylsphingosine-1-phosphocholine,
appartient au groupe complexe des
sphingolipides, lipides dont la struc-
ture de base est le céramide [1]
(figure 1). La SPM représente un des
principaux constituants phospholipi-
diques des membranes et, notam-
ment, de la membrane plasmique. La
SPM est préférentiellement distri-
buée dans le feuillet externe de la
membrane ; inversement, les amino-
phospholipides (phosphatidylsérine
et phosphatidyléthanolamine) sont
plutot représentés sur le feuillet
interne [2]. La SPM est synthétisée
dans I'appareil de Golgi a partir du
céramide par transfert direct du
groupement phosphocholine prove-
nant des phosphatidylcholines qui
produisent ainsi des diacylglycérols
(DAG) [1]. Cette synthese est sous le
controle d’'une SPM synthase suscep-
tible de controdler ainsi les concentra-
tions de deux médiateurs lipidiques,
le céramide et le DAG. L’hydrolyse
de la SPM est catalysée par des sphin-
gomyélinases (SPMases) qui libérent
de la phosphocholine et du céramide.
A son tour, le céramide est dégradé
par des céramidases en acide gras et

sphingosine, elle-méme hydrolysée
apres avoir engendré de la sphingo-
sine-1-phosphate [1]. Plusieurs
SPMases ont été décrites, le role de
certaines demeurant trés hypothé-
tique. La SPMase la mieux connue, la
SPMase acide, est une hydrolase lyso-
somale, ubiquitaire, ayant un pH
optimum voisin de 5 [3, 4]. Dans cer-
tains tissus, en particulier dans le sys-
téme nerveux, existe une autre
SPMase, la SPMase neutre, de pH
optimum proche de 7 et dont I’acti-
vité dépend des ions Mg* ou Mn*
[4]. Cette enzyme, mal connue,
semble étre liée au feuillet externe
de la membrane plasmique. D’autres
SPMases ont été décrites. Outre une
SPMase sérique, il existerait une
SPMase neutre, dépendante du Mg*
et du dithiothréitol, en partie
nucléaire [5] et une SPMase neutre,
indépendante du Mg¥, cytosolique
[6].

De nombreux travaux récents font
état de la stimulation de 1’'activité
SPMasique responsable de I’hydro-
lyse de la SPM et de la génération
concomitante de céramide sous
I’effet d’agents de nature diverse
(Tableau I). Cette revue est consacrée
aux effets biologiques de I'activation
de I'hydrolyse de la SPM en céramide
sous l'influence de ses divers ago-
nistes. Par simplification, la cascade
des événements placés en amont ou
en aval de la génération de céramide
sera décrite sous le terme de «voie
SPM-céramide ».

La voie SPM-céramide
dans les effets
biologiques du TNFa

Le TNFa (tumor necrosis factor Q) est
une cytokine dont les effets sont
pléiomorphes en fonction des sys-
temes cellulaires. Ainsi, le TNFa
peut induire, selon le modéle, des
effets biologiques aussi différents
que prolifération, différenciation ou
cytotoxicité. Par exemple, le TNFa
active un phénomeéne d’apoptose
dans les cellules leucémiques myé-
loides U937 et HL-60; dans ces cel-
lules, le TNFa induit un cycle de la
SPM (hydrolyse et resyntheése) avec
production concomitante de céra-
mide (m/s n°6-7, vol. 9, p. 813) [7].
Dans ce processus, I’hydrolyse de la
SPM est assurée par la stimulation
d’une SPMase dont la nature est
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Figure 1. Voie de transmission du signal « sphingomyéline-céramide ». L’acti-
vation de la sphingomyélinase par un grand nombre d’agonistes permet, par
hydrolyse de la sphingomyéline, I'accumulation d’un second messager lipi-
dique, le céramide. Les cibles potentielles du céramide different selon le type
cellulaire: I'activation de CAPK et MAPK est associée a des signaux prolifé-
ratifs et de différenciation, celle de JNK/SAPK a des signaux apoptotiques. Le
céramide active aussi des facteurs transcriptionnels (AP1, NFkB) impliqués
dans I'apoptose. SPMase: sphingomyélinase,; CAPK, ceramide activated pro-
tein kinase, CAPP, ceramide activated protein phosphatase, PKC, protéine
kinase C; MAPK, mitogen activated protein kinase ; JNK/SAPK, c-jun N-termi-
nal kinase/stress-activated protein kinase,; Rb, produit du géne de susceptibi-

lité au rétinoblastome.

controversée : SPMase acide et/ou
neutre membranaire [8]. Cepen-
dant, I'implication d’'une SPMase
endolysosomale semble improbable
[9]. Dans cette transmission du
signal, le céramide apparait bien
comme le second messager impliqué
dans le phénomene d’apoptose (m/s
n°5, vol. 12, p. 658) puisque I’exposi-
tion des cellules a des céramides ren-
dus perméants par un raccourcisse-
ment de la chaine carbonée (C2- ou
C6-céramide) ou encore le traite-
ment des cellules par une SPMase
bactérienne miment ce phénomeéne
[7]. Dans un travail antérieur réalisé
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dans les cellules U937, nous avons
montré que I'’hydrolyse de la SPM
sous l'effet du TNFa est conservée
dans des conditions ou I’endocytose
est inhibée, suggérant que l'interna-
lisation du couple ligand-récepteur
n’est pas nécessaire a I'activation de
la voie SPM-céramide, et que ’hydro-
lyse de la SPM a lieu dans ou tres
preés de la membrane plasmique
[10]. L’implication d’'une SPMase
dans la transmission du signal activé
par le TNFa est renforcée par une
étude récente démontrant que, dans
des cellules variantes de la lignée
U937 et résistantes au TNFa (clone

U9-TR), cette cytokine est inapte a
stimuler 'activité SPMasique, a acti-
ver ’hydrolyse de la SPM, a provo-
quer la production du céramide et a
induire un phénomene d’apoptose
[11]. Toutefois, il convient de noter
qu’il ne s’agit 1a que d’arguments
indirects; seuls des inhibiteurs spéci-
fiques de la (ou des) SPMase(s)
concernée(s) permettraient de
confirmer sans équivoque le role
central du céramide endogéne
engendré par I’hydrolyse de la SPM
dans le processus de cytotoxicité
induit par le TNFa. Il est important
de souligner que I'’hydrolyse de la
SPM induite par le TNFa concerne
essentiellement le pool de SPM asso-
cié au feuillet interne de la mem-
brane plasmique [12, 13]. Dans un
travail récent, nous avons mis en évi-
dence des altérations de cette voie de
transmission dans des cellules leucé-
miques myéloides naturellement
résistantes au TNFa telles que la
lignée KGla. Dans cette lignée,
contrairement a ce que nNous avons
observé dans la lignée sensible U937,
le TNFa est inapte a activer une
hydrolyse de la SPM et a provoquer
la production du céramide [14]. Ces
cellules étant trés sensibles aux céra-
mides exogenes, cette observation
suggere que leur résistance naturelle
au TNFa est bien liée a I’absence de
génération de céramide. En théorie,
I’absence de génération de céramide
peut étre en rapport, soit avec un
défaut d’activation de la SPMase, soit
avec un déficit du pool hydrolysable
contenu dans le feuillet interne. De
fait, nous avons mis en évidence,
dans les cellules résistantes KGla,
une ségrégation transverse de la SPM
tres différente de celle retrouvée
dans la lignée sensible U937, la SPM
étant presque exclusivement distri-
buée au profit du feuillet externe
avec un déficit relatif du pool associé
au feuillet interne [14]. Ainsi, la dis-
tribution de la SPM jouerait un role
important dans la protection vis-a-vis
du TNFa en contrdlant les étapes
précoces de la voie SPM-céramide.
Par ailleurs, l'activation de la voie
SPM-céramide sous 'effet du TNFa
peut conduire dans d’autres systémes
cellulaires a des effets opposés et, par
exemple, a un signal mitogénique. Il
en est ainsi dans les fibroblastes [9].
Cette observation démontre que, si

le céramide joue un role de second
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messager, la nature des signaux mis
en jeu en aval de sa production
oriente la réponse cellulaire vers un
signal apoptotique ou prolifératif.
L’implication du céramide dans le
relais d’un effet mitogénique n’est
pas restreinte a la seule transmission
du signal du TNFa dans les fibro-
blastes. En effet, des travaux plus
récents impliquent le céramide
comme médiateur de la prolifération
cellulaire induite par des anticorps
anti-CD28 ou des lipoprotéines oxy-
dées (Tableau I).

La voie SPM-céramide
dans les effets
biologiques

des radiations

Haimovitz-Friedman et al. ont mon-
tré que les rayonnements ionisants
(RI) induisent dans des cellules
endothéliales bovines un cycle de la
SPM avec libération de céramide et
mort par apoptose [15]. L’hydrolyse
de la SPM par les RI a été aussi
observée dans les surnageants post-
nucléaires irradiés, suggérant donc
que les lésions de ’ADN ne sont pas
nécessaires a l'activation de la voie
SPM-céramide. Plus récemment,
nous avons observé dans une série de
lignées leucémiques myéloides une
corrélation étroite entre, d’une part,
I’aptitude des RI a induire une
hydrolyse de la SPM et un phéno-
mene d’apoptose et, d’autre part, le
niveau de radiosensibilité. Il est a
noter que ces lignées synthétisent
une protéine pb53 mutée, suggérant
que le phénoméne d’apoptose induit
par les rayonnements et relayé par le
céramide est indépendant du statut
de la pb3 (résultats personnels). En
définitive, il apparait que les RI
pourraient excercer leur capacité
cytotoxique a partir de signaux débu-
tant a la membrane, indépendam-
ment des lésions de ’ADN provo-
quées par les radicaux oxygénés. Les
rayonnements ultraviolets sont égale-
ment capables d’activer cette voie de
transmission du signal [11, 16].

La voie SPM-céramide
dans la cytotoxicité
des agents antitumoraux

La daunorubicine (DNR), une
anthracycline largement utilisée dans
le traitement des leucémies aigués

myéloides, engendre un phénomene
d’apoptose dans les lignées HL-60 et
U937 a des concentrations compa-
tibles avec son utilisation clinique
[17]. Dans un travail récent, nous
avons montré que, dans les mémes
conditions, la DNR induit un cycle
précoce de la SPM ainsi que ’activa-
tion d’'une SPMase neutre a des
temps correspondant a I’hydrolyse de
la SPM [18].

L’origine du céramide n’est proba-
blement pas univoque puisque, dans
d’autres conditions d’exposition a la
DNR, sa génération serait en rapport
avec une activation de sa biosynthese
[19]. L’originalité de ces observa-
tions réside dans le fait que, jusqu’a
ce jour, le mécanisme de cytotoxicité
des anthracyclines était supposé
impliquer leurs interactions avec
I’ADN et, notamment, avec la topo-
isomérase IIa nucléaire. Ainsi donc,
comme pour les RI, il semble qu'un
médicament anticancéreux puisse
excercer son effet cytotoxique par
I'intermédiaire d’une cascade d’évé-
nements activée par ’hydrolyse de la
SPM.

Dans le cas de la DNR, il reste toute-
fois a évaluer si cette voie de trans-
mission du signal est activée indépen-
damment de l’interaction avec le
noyau ou, au contraire, constitue une
réponse aux lésions provoquées sur
I’ADN.

De plus, nous avons observé, comme
pour le TNFa, que dans des cellules
naturellement résistantes a la DNR,
cet agent n’active pas la production
de céramide, ces cellules restant trés
sensibles au céramide exogene. Ces
résultats suggerent que la non-induc-
tibilité du phénomene d’apoptose
dans les cellules résistantes est bien
liée a ’absence de génération de
céramide apres exposition a la DNR.
Comme la DNR, I'aracytine et la vin-
cristine, deux autres agents antileucé-
miques, sont capables d’induire la
production de céramide [20, 21].

La voie SPM-céramide
dans I'apoptose relayée
par Fas/Apo-1

Dans la mesure ou le systéme Fas/Fas-
ligand apparait comme une interac-
tion potentiellement importante dans
le mécanisme de lymphocytotoxicité,
certains auteurs ont évalué I'implica-
tion de la voie SPM-céramide dans la
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AGENTS STIMULANT LA VOIE SPM-CERAMIDE
Effecteur (concentration) Cellules Effet observé Références
testées
Vitamine D3 (100 nM) HL-60 Différenciation [6, 39, 40]
Interféron y (100 U/ml) HL-60 Différenciation
TNFa (0,1-30 nM) HL-60 Différenciation [8, 41, 43]
Jurkat Arrét de la croissance [44]
U937 Apoptose [7]
Fibroblastes Prolifération [9]
IL-1B (0,05-10 ng/ml) Fibroblastes Production de PGE2 [45]
Prolifération [9]
EL4 (thymome) Sécrétion d’IL2 [46]
Hépatocytes Rétrocontrole de P450 [47]
NGF (nerve growth factor) T9 gliome Différenciation [48]
Anti-CD28 Cellules T Prolifération [49]
Jurkat Prolifération [50]
Anti-Fas U937 Apoptose [23]
Jurkat Apoptose [24]
Hut78 Apoptose [51]
EBV-LCL Apoptose [25]
Radiations UV U937 Apoptose [11, 16]
BAEC Apoptose [16]
Radiations ionisantes BAEC Apoptose [15]
Complément EBV-LCL [62]
Acide rétinoique Neuro2a Différenciation [26]
Daunorubicine (1 uM) P388 Apoptose [19]
U937 Apoptose [18]
HL-60 Apoptose [18]
Vincristine (1 pM) ALL-697 Apoptose [21]
Privation de sérum Molt-4 Arrét du cycle cellulaire [63]
Bréfeldine A HL-60 [54]
H,0, (1 mM) U937 Apoptose [16]
Chaleur (45 °C) U937 Apoptose [16]
LDL oxydées (100 pg/ml) BSMC Prolifération [65]

EBV-LCL : Epstein-Barr virus-transformed lymphoid cell lines ; BAEC: bovine aortic endothelial cells; bsmc: bovine smooth muscle cells,; HL60: cel-
lules humaines dérivées d’une leucémie a promyélocytes,; Jurkat: lignée humaine T; ALL-697: cellules de leucémie aigué lymphoblastique,; U937 :
cellules leucémiques myéloides,; Hut78: lignée cellulaire T lymphomateuse,; P388: lignée cellulaire leucémique murine; Molt-4: lignée cellulaire

leucémique T.

transmission du signal relayée par Fas.
Fas (Apo-1, CD95) appartient a la
superfamille des récepteurs du NGF
et du TNF (m/s n°2, vol. 10, p. 234).
Cette protéine est susceptible d’acti-
ver un phénomeéne d’apoptose
quand elle est reconnue par un anti-
corps spécifique ou par son ligand
naturel [22].

Plusieurs travaux récents montrent
Pactivation de la voie SPM-céramide
dans I'apoptose induite par des anti-
corps anti-Fas [23-25]. Cette trans-
mission du signal parait critique dans
I’apoptose relayée par Fas. En effet,
dans une lignée de lymphome de
Burkitt résistante a un anticorps anti-
Fas, cet agoniste n’induit ni activité
SPMasique ni production de céra-
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mide [25]. Toutefois, la nature de la
SPMase activée par Fas est discutée:
acide [24] ou neutre [25].

La voie SPM-céramide
dans les effets
biologiques des agents
différenciateurs

Les effecteurs cytotoxiques, naturels
ou pharmacologiques, ne sont pas les
seuls agents antitumoraux a relayer
leurs effets en empruntant cette voie
de transmission du signal. Au moins
dans certains systemes cellulaires, des
agents différenciateurs sont capables
d’activer la production de céramide.
Ainsi, dans une lignée HL-60, I’expo-
sition des cellules a la vitamine Dy

conduit a un cycle de SPM parallele a
I'induction d’'un processus de diffé-
renciation monocytaire [6].

De facon similaire, dans des cellules
de neuroblastome exposées a ’acide
rétinoique, Riboni e/ al. montrent
une élévation du taux de céramide
relativement lente, progressive et
réversible. Dans ce phénomeéne, au
moins deux voies métaboliques sont
impliquées: d’une part une dégrada-
tion de la SPM, d’autre part une syn-
theése de novo de céramide. Enfin,
dans ces cellules, un céramide per-
méant ou le traitement par la SPMase
bactérienne inhibe la prolifération et
stimule la différenciation [26]. Ces
résultats montrent que, dans certains

systemes cellulaires, I'activation de 12 s—
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voie SPM-céramide ne conduit ni a
un processus d’apoptose comme sys-
tématiquement dans la lignée U937
ou les cellules endothéliales, ni a un
signal mitogéne comme dans les
fibroblastes, mais a ’activation d’un
programme de différenciation.

Réle des autres
métabolites de la SPM
dans I'apoptose

L’implication du céramide dans
I’ensemble des processus décrits ci-
dessus souléve le role potentiel de
son métabolite direct, la sphingosine.
Dans la mesure ou les céramides syn-
thétiques perméants sont, d’une part,
capables de mimer les effets du céra-
mide endogene et, d’autre part, ne
sont pas convertis en sphingosine ou
en sphingosine-l1-phosphate, il est
probable que la sphingosine ne joue
aucun role dans les effets biologiques
de D'activation de la voie SPM-céra-
mide. Cependant, certains travaux
suggerent que la sphingosine peut
étre également considérée comme
un second messager impliqué dans le
contrdle du processus apoptotique.
En effet, le taux intracellulaire de
sphingosine s’éléve dans I’apoptose
induite par le TNFa dans les neutro-
philes et I’exposition de ces cellules a
la sphingosine induit un phénomene
d’apoptose [27].

I Les cibles du céramide

Le céramide étant un second messa-
ger multifonctionnel dont les effets
biologiques varient considérable-
ment selon le modeéle cellulaire et
Ieffecteur, il est rapidement apparu
que les cibles du céramide devaient
étre multiples et que de la nature de
celles-ci dépendait en grande partie
Ieffet biologique. De fait, une série
d’études a permis d’identifier plu-
sieurs cibles critiques de nature
diverse (Tableau II). Toutefois,
I’extréme complexité des méca-
nismes mis en jeu par le céramide
rend encore confus le role respectif
joué par ces effecteurs dans la cas-
cade d’événements situés en aval de
la génération de céramide.

Le céramide active une sérine-thréo-
nine protéine kinase (ceramide-activa-
ted protein kinase ou CAPK). CAPK est
une protéine membranaire recon-
naissant comme substrat le motif

minimal Thr-Leu-Pro [28]. Le role
de CAPK reste discuté. Pour certains
auteurs, I'activation de CAPK est res-
ponsable de l'activation de MAP
kinases (mitogen-activated protein
kinases) au terme d’une cascade
impliquant la phosphorylation de
Raf-1 sur le site thréonine 269, ’acti-
vation de Raf-1, et ’activation de
MEKI1, une MAP kinase-kinase [29].
Les MAP kinases représentent une
classe de sérine-thréonine kinases
dont l’activation est classiquement
associée a des signaux prolifératifs et,
éventuellement, a des processus de
différenciation [30]. De fait, I'apop-
tose induite dans les cellules U937
par le céramide n’est pas affectée par
des mutants négatifs de Raf-1 et
MEKI dans lesquels MAPK n’est pas
activée [16]. Ainsi, 'activation de la
voie CAPK-MAPK n’est peut-étre pas
impliquée dans D'effet apoptotique
du céramide ; en revanche, cette voie
pourrait rendre compte des proces-
sus de prolifération et/ou de diffé-
renciation engagés par le céramide
dans des systémes cellulaires tels que
les fibroblastes et certaines lignées
HL-60.

Le céramide active une autre famille
de kinases: les JNK (c-Jun N-terminal
kinase)/ SAPK (stress-activated protein
kinase) [16]. Le céramide active ces
kinases dans des systemes cellulaires
ou il induit sans équivoque un phé-
nomene d’apoptose, tels que la
lignée U937 et les cellules endothé-
liales bovines. Cette cascade implique
Pactivation séquentielle de MEKKI,
SEKI1, SAPK et cJun [16]. L’utilisa-
tion d’'un mutant dominant négatif
de SEKI bloque l'apoptose induite
par le céramide. Ces résultats sugge-
rent que 'activation de SAPK serait
critique dans ’activation du proces-
sus d’apoptose. Il semble donc exis-
ter une dualité entre les voies MAPK
(prolifération/différenciation) et
SAPK (apoptose) dans la transmis-
sion du signal induite par le céra-
mide, sans que I’on sache si I'orienta-
tion de celle-ci vers I'une ou l'autre
des deux voies est spécifique du
modele cellulaire ou si les deux voies
peuvent coopérer dans la méme cel-
lule. Le céramide active aussi une
protéine-phosphatase de la famille
PP2A  (ceramide-activated protein phos-
phatase ou CAPP) inhibée par I'acide
okadaique et dont la fonction reste a
élucider [31].
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Tableau Il
CIBLES CELLULAIRES DU CERAMIDE

Cible Effet observé Cellules testées Références
CAPK Activation A431 [28]
HL-60 [42]
CAPP Activation T9 gliome [31]
[56]
PKCC Activation NIH 3T3 [33]
U937 [57]
Vav GEF Stimulation EL4 [58]
Ras Activation Jurkat [59]
Raf-1 kinase ~ Phosphorylation 70Z/3 [60]

+ activation

Phosphorylation HL60 [29]
MAPK (p42) Activation HL-60 [61]
JNK/SAPK Activation HL-60 [62]
U937 [16]
BAEC [16]

NF-kB Translocation nucléaire Jurkat [43, 44]
HL60 [63]
AP-1 Activation HL-60 [32]
c-Myc Rétrocontrole HL-60 [41]
Rb Déphosphorylation Molt-4 [64]
gene Cox Production de PGE2 Fibroblastes [45]
géne IL6 Production d’IL6 Fibroblastes [65]
Cristalline af  Transcription NIH 3T3 [66]

CAPK: ceramide activated protein kinase, CAPP: ceramide activated protein phosphatase; MAPK:
mitogen activated protein kinase ; JNK/SAPK: Jun N-terminal kinase/stress-activated protein kinase ;
Rb: produit du géne de susceptibilité au rétinoblastome,; BAEC: bovine aortic endothelial cells;
Cox: cytochrome oxydase; A-431: lignée humaine dérivée de tumeur gastrique; NIH3T3: lignée
fibroblastique murine; 70Z-3: lignée cellulaire murine leucémique pré-B.

Enfin, le céramide active certains fac-
teurs transcriptionnels dont le réle
pourrait étre critique dans l'induc-
tion du phénomene d’apoptose.
Ainsi, le céramide active c-jun et
I'introduction d’un mutant négatif
bloque I'effet apoptotique du céra-
mide [16]. L’implication de c-jun
dans I'apoptose induite par le céra-
mide était déja suggérée par le fait
que cet oncogene est surexprimé au
cours de I'apoptose induite par les
rayonnements ionisants, les UV, le
TNFa, H,0,, ou la privation de
sérum, autant de circonstances dans
lesquelles une génération de céra-
mide a été identifiée (Tableau I).
Dans un travail récent, Sawai et al.
montrent que I’apoptose relayée par
le céramide est bloquée par la curcu-
mine (un inhibiteur de l’activation
d’AP-1) ou par des oligonucléotides
antisens pour ¢jun [32]. Par ailleurs,
le céramide active NF-KB, un autre
facteur transcriptionnel impliqué
dans I’apoptose induite par le TNFa
et les rayonnements ionisants
(Tableaw II). L’activation de NF-kB
par le céramide pourrait impliquer
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une isoforme particuliere de la pro-
téine kinase C (PKC-{) [33]. Toute-
fois, I'implication directe de NF-KB
dans I'apoptose induite par le céra-
mide n’est pas formellement prouvée
[34].

Régulation des effets
biologiques du céramide

Certains facteurs ont été identifiés
comme capables de controler négati-
vement les effets biologiques du céra-
mide et, en particulier, son effet
apoptotique. Ainsi, la protéine Bcl-2
bloque l'effet apoptotique des céra-
mides perméants [21, 35]. Nous
venons de montrer que la surexpres-
sion de Bcl-2, conférée par transfec-
tion stable, retardait I’apoptose
induite par le céramide produit par
hydrolyse de la SPM sous 'effet de la
DNR [36]. Par ailleurs, I'effet apop-
totique du céramide est bloqué par
I’exposition des cellules a des ago-
nistes de la protéine-kinase C tels que
les esters de phorbol ou le DAG [37].
Cette observation revét une impor-
tance considérable dans la mesure ou

la plupart des agonistes de la voie
SPM-céramide tels que le TNFa [10,
13], la DNR (résultats personnels),
I'aracytine [20] sont également sus-
ceptibles d’activer la génération de
DAG via D'activation de phospholi-
pases C. Ainsi, ces inducteurs pour-
raient activer deux voies métabo-
liques paralleles mais dont les effets
sont opposés: une voie délétere
relayée par le céramide conduisant &
I'inhibition de la prolifération et/ou
a l'apoptose, et une voie protectrice
(voire mitogénique) relayée par le
DAG; de I’équilibre entre ces deux
voies dépend 'effet biologique [38].

I Conclusion

Le céramide, produit par I’hydrolyse
de la SPM, apparait comme un
second messager puissant capable de
relayer les effets cytostatiques ou
cytotoxiques de nombreux effecteurs
antitumoraux. Cette voie de transmis-
sion du signal semble précisément
réglée en amont et en aval de la pro-
duction de céramide. On concoit
donc que la fonction de cette voie de
transmission du signal peut étre faci-
lement altérée dans les cellules tumo-
rales, soit par des signaux liés a
I’environnement, soit par des modifi-
cations intrinseques métaboliques
et/ou phénotypiques, ces altérations
étant susceptibles de constituer
autant de mécanismes de résistance
aux effecteurs antitumoraux B
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Summary

The sphingomyelin-ceramide
pathway in cellular response to
antitumor agents

Recent studies demonstrate that
cytokines, differentiating drugs,
and antitumor agents trigger an
intracellular signalling pathway
characterized by sphingomyelinase
activation, plasma membrane-asso-
ciated sphingomyelin hydrolysis
and subsequent ceramide genera-
tion (sphingomyelin-ceramide
pathway). Ceramide, in turn, may
induce various biological effects
including proliferation, apoptosis,
and differentiation, depending on
the agonist and the cellular model.
These findings may have impor-
tant implications in cancer therapy
since this signalling pathway is
involved in the cytotoxicity mecha-
nism of major antitumor agents
such as ionizing radiations, anthra-
cyclines, and aracytine (and likely
many others). Furthermore, this
signalling cascade appears to be
efficiently regulated by several
parameters at two distinct levels:
(1) upstream of ceramide genera-
tion, by the content of hydroly-
sable sphingomyelin pool and the
magnitude of sphingomyelinase
activation ; (2) downstream of cera-
mide generation, by protein kinase
activities, diacylglycerol content,
oncogenes products such as c-Jun
and Bcl-2, and functional capaci-
ties of transcriptional factors such
as NF-kB and AP-1. Therefore, it is
conceivable that, in some tumor
cells, this signalling cascade may
be altered at different(s) level(s)
in relation with metabolic or geno-
typic modifications, leading to
drug and/or radiation resistance.
Better knowledge of the molecular
basis of drug/radiation-activated
sphingomyelin-ceramide signalling
pathway may offer promising pers-
pectives for pharmacological mani-
pulations to improve the cytotoxi-
city of anti-tumor agents.
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