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Importance des lipides membranaires pour

I'activité d’'une saponine, le ginsenoside Rh2



Les lipides sont essentiels pour notre organisme

Pourtant...

Réservoir énergétique

Précurseurs d’hormones (testostérone,
cortisol,...)

Intermédiaires dans des voies de
signalisation (croissance, mort
cellulaire,...)

Constituants des membranes cellulaires




Acides gras

ANANANANANAN/TTH
HC

Acide gras saturé

LA NN NN ¢18:1 (n-9)

Acide gras mono-insaturé

HE A/ VA AANANATTH  €18:3 (n-3)

Acide gras poly-insaturé

linolénique

e

Acide gras oméga-3

Dit Jamy : Au fond
c’est quoi un lipide ?

Phospholipides/Sphingolipides
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Cellule

Les lipides membranaires - importance

La membrane plasmique

/ N Milieu extracellulaire
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Milieu intracellulaire

Compartimentation cellulaire

Echange avec le milieu extracellulaire
Organisation

Modulation de I'activité de protéines membranaires optimale

Déformation cellulaire 2
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Les lipides membranaires — asymétrie transversale
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Milieu intracellulaire

Domaines ordonnés enrichis en

sphingomyeéline (SI\/I)% & % .
T Survie &

Mort

» Les lipides présents dans ces domaines
pourraient-ils étre des cibles potentielles pour des agents pharmacologiques Saponines ?
pour la modulation de voies de signalisation? .



Importance des lipides membranaires pour

I’activité d’une saponine, le ginsenoside Rh2



Les saponines

* Molécules amphiphiles produites principalement par les plantes
* Un ou plusieurs groupements sucrés combinés a un noyau triterpénique ou stéroide
* Plusieurs activités pharmacologiques : antibactérienne, anticancéreuse,...

* Interaction avec la membrane plasmique

a-Hédérine Digitonine Ginsenoside Rh2
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Digitalis purpurea (la digitale pourpre ) Panax ginseng C.A. Meyer (}g ginseng)



Les saponines

'activité de certaines saponines (a-hédérine, digitonine,...) est attribuée a leur

interaction avec le cholestérol membranairel2

Digitonine ;‘ ;“ ;' Ginsenoside Rh2
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Interaction avec la membrane &
Formation de complexes avec le g%ggg%ggggg
1. SudjilIR et al, 2015

2.Llorent JH et al,2016




Focus sur une saponine, le ginsenoside Rh2

o Un des principes actifs de la racine du Panax ginseng

o Effets anti-cancéreux in vitro (culture cellulaire) et in vivo (souris) : inhibition de la prolifération

cellulaire et induction de I'apoptose dans différentes lignées tumorales??

Apoptose ?

Ginsenoside Rh2

1. Nag S et .al, 2010
2. Koczurkiewicz P et al, 2015
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I’activité d’'une saponine, le ginsenoside Rh2



Apoptose - définition

o Processus physiologique (ex : embryogenese, homéostasie cellulaire) par lequel les cellules déclenchent

leur autodestruction = mort cellulaire programmée!

o Morphologie : Condensation et fragmentation de ’ADN + formation de corps apoptotiques

A Removal of tissues

Cellule normale
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Cellule en apoptose

Key 4 Apoptotic cell
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Apoptose — la voie intrinseque

o Deux voies apoptotiques : intrinseque & extrinseque?

Survival signal

(AKT) — [BAD

Apoptosome:
83> APAF1, Cyt e,
Procaspase-9

Death substrates

Apoptosis

Plasma membrane

Thr308

(mTORC2)

Nature Reviews | Immunology
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2. Finlay et al, 2011



L'apoptose induite par le Rh2 résulte d’un effet membranaire

o Lapoptose induite par le Rh2 semble résulter d’'une perturbation des domaines ordonnés riches en

sphingomyéline et en cholestérol? 4

Domaines ordonnes
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Mort ceIIuIalre (apoptose)

Ginsenoside Rh2

3. Y8 et al, 2009
4. Park EK et al, 2010



Objectif principal

“®R<  °Q@... Ginsenoside Rh2

Domaines ordonnés
Milieu extracellulaire
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Importance respective du

Sphingomyélineﬂ

et de la sphingomyéline

pour I'activité membranaire et apoptotique du Rh2?

Modeles membranaires

Lignées cellulaires immortalisées
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Milieu intracellulaire

Importance respective du et de la
sphingomyéline pour l'activité membranaire du Rh2 ?
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Modeles membranaires




Modeles membranaires — 3 compositions lipidiques différentes

Sphingomyéline Phosphatidylcholine
Sphingomyéline Sphingomyéline
Phosphatidylcholine Phosphatidylcholine Phosphatidylcholine
Cholestérol Cholestérol

SM:PC (1:1) PC:Chol (1:1)

SM:PC:Chol (1:1:1)
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Air

Monocouches lipidiques
a l'interface eau/air

 Tension de surface

Modeles membranaires — 3 types

Milieu Aqueux

000,
7 a

6644 bbb
Bicouches lipidiques (liposomes)
~ N

Vésicules larges unilamellaires Vésicules géantes unilamellaires
(LUVs) +150 nm (GUVs) £ 10 um

! !

* Rigidité * Courbure & déformabilité
* Perméabilité
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Modeles membranaires — 3 types

Milieu Aqueux

N
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..§f. Milieu %
S

.%;f Aqueux
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Monocouches lipidiques Bicouches lipidiques (liposomes)
a l'interface eau/air e ~N
 Vésicules larges unilamellaires Vésicules géantes unilamellaires
(LUVS) +150 nm (GUVs) + 10 pm
* Tension de surface e Rigidité * Courbure & déformabilité

e Perméabilité
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La tension de surface — principe de la méthode

Tension de surface : force a l'interface lipide-eau

Araignées d’eau (Gerris) possedent des poils

hydrofuges a I'extrémité de leurs pattes Tensiometre a
plague de Wilhelmy

Tension de surface




La tension de surface — effet du Rh2

Rh2 10 pM
Q 42+
.§ R "_...-0 SM:PC %M%%
Langmuir a % 37
Coll. M. Deleu % 3 SM:PC:Chol %gg%gg%gg
(ULg, Gembloux) c
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Time (S)

» Le Rh2 s’adsorbe sur une monocouche lipidique préférentiellement en
presence de sphingomyeline et en absence de
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Air

Monocouches lipidiques
a l'interface eau/air

 Tension de surface

Modeles membranaires — 3 types

Milieu Aqueux

L9,
7 a

6644 bbb
Bicouches lipidiques (liposomes)
~ N

Vésicules larges unilamellaires Vésicules géantes unilamellaires
(LUVs) +150 nm (GUVs) £ 10 um

! !

e Courbure & déformabilité

* Rigidité
e Perméabilité
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La rigidité membranaire — principe de la méthode

Rigidité/hydratation membranaire ?

Laurdan O , l440 = 1490
i l440 + 1490 |

GR=

Excitation QW?% Emission R

> > R Rigide (- hydratée)
LM}(E% J iU )i (T GPex)

9 440nm  490nm

%9 :> an Fluide (+ hydratée)
6% J\ L (4 GPex)

440nm 490nm

Laurdan
Emission

Laurdan
Emission
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La rigidité membranaire — effet du Rh2

0.5= kk k%

0.4+

0.3+

Rigidité
Laurdan
GPex

0.2+ One way ANOVA with

Dunnett’s post test
** p<0.01

0.1
[Rh2/Lipid] 0041 2 0041 2 0041 2

eSM:.ePC ePC:Chol eSM:ePC:Chol

00900990 £0960494 1969904994
00000000 34305005 B445000

» Le Rh2 augmente la rigidité membranaire a des concentrations plus faibles
en présence de sphingomyeline et en absence de
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La perméabilité membranaire — principe de la méthode

Perméabilité membranaire ?

calcéine %

Extinction de la fluorescence de la calcéine Fluorescence de |la calcéine



La perméabilité membranaire — effet du Rh2

[Rh2/Lipid] 4 10 20
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» Le Rh2 induit une perméabilité membranaire plus rapide et plus importante
en préesence de sphingomyeline et en absence de
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Modeles membranaires — 3 types

Milieu Aqueux

| : 200
Air §§\\p’ //?

SS9 B
@&—@ Milieu -0
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Monocouches lipidiques Bicouches lipidiques (liposomes)
a l'interface eau/air e ~N
~ Vésicules larges unilamellaires Vésicules géantes unilamellaires
(LUVS) +150 nm (GUVs) + 10 pm
* Tension de surface e Rigidité * Courbure & déformabilité

e Perméabilité
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Morphologie des GUVs — effet du Rh2

SM:PC
1 min 2 min

> Le Rh2 induit une courbure

o Sl Sl positive de membrane en
:L;. g?%%% presence de sphingomyeline
- %%@%Q » Le Rh2 induit la formation de

— 5"1";?;“” — vésicules intraluminales en son

» m%%%m% absence

y 300500500

NDB-PE




Activité membranaire du Rh2 - observations principales

» Contrairement au , la sphingomyéline favorise et/ou accélére
les effets du Rh2 sur les membranes : - Tension de surface
- Rigidité
- Perméabilité

- Courbure positive

» Renouvelle I'idée que l'activité de la plupart des saponines dépend de

leur interaction avec le membranaire

=» Verstraeten SL et al, Scientific Reports, 2019




Importance respective du et de la
sphingomyéline pour l'activité apoptotique du Rh2 ?
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Importance respective du et de la
sphingomyéline pour l'activité apoptotique du Rh2 ?
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Importance du cholestérol ? - approche

Cellules leucémiques humaines (U937)

+ Méthyl-B-cyclodextrine ., o
(MBCD)

gl pnedin
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Cellules non-dépletées Cellules déplétees en cholestérol

+ Ginsenoside Rh2
o

Mesure de 'apoptose Comment ?
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Mesure de I'apoptose - approche

Cellule

DAPI@ @

r.ziovat}'ISum

______

Cellule en apoptose

avec noyau fragmenté Cellule normale

/
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Cholesterol/Phospolipid
(Control of %)

Importance du cholestérol dans I'apoptose induite par le Rh2
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Déplétion en Apoptose Corrélation
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One way ANOVA with Dunnett’s post test

** p<0.01

> 4 corréle avec une T apoptose induite par le Rh2



Milieu extracellulaire

Milieu intracellulaire

Importance respective du et de la
sphingomyéline pour l'activité apoptotique du Rh2 ?

Domaines ordonnés
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Importance de la sphingomyéline ? - approche

Cellules leucémiques humaines (U937) phosphocholine

i \+sphmgomyénnase\- /O
L AUEALs AUNNEALNL glitdty &t

[ TN TTRY vt T

Cellules non-dépletées Cellules déplétées en sphingomyeline

Sphingomyélinase

+ Ginsenoside Rh2

Mesure de I'apoptose
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Importance de la sphingomyéline dans I'apoptose induite par le Rh2
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©  Déplétion en sphingomyéline Apoptose Correlation
o
2 1004 T — 100 T~ 1001 R2:0.8124
o S5 /0 =aS)
g = 754 = c S I c 5 507
C
a g il T B = B =
c O 4 T 28 = 8
= o 50 S o 25 T k% g% o O
> o £ = k4 e 25
o S S &
z - I <
E 0= T T T O- T T T O r r
(% 0 10 30 60 0 10 30 60 10 30 50
[Smase] (mU/ml) [Smase] (mU/ml) Sphingomyelin depletion (%)
One way ANOVA with Dunnett’s post test

** 1 <0.01

> | sphingomyéline membranaire correle avec une ) apoptose induite par le Rh2



Activité apoptotique du Rh2 — conclusion intermédiaire

» Contrairement a une déplétion en , la déplétion en

sphingomyeéline réduit I'apoptose induite par le Rh2

M R Ginsenoside Rh2
W "R

J %: I Apoptose J Sphingomyélineﬂ: J, Apoptose
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kst T 1 i




Milieu intracellulaire

Importance respective du et de la
sphingomyéline pour l'activité apoptotique du Rh2 ?
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Influence du contenu en cholestérol sur la cinétique de la
voie apoptotique intrinseque induite par le Rh2

Survival signal

(Pi3K ) @ BAX, BIM]
o
(AKT) { BAD, \

q N ApoptosSome: sy
MK APAF1, Cyte,
WY Procaspase-9 1

.

S

o © o Caspase-3, -6, -7 p———— |AP\‘
~ (executioner caspases)

l

Death substrates

Apoptosis

Cellules non-déplétées Cellules dépléetées en cholestérol
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ﬂ Sphingomyéline

ﬂ Autres lipides
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fluidité membranaire
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180’

@ , Akt 5 @ 10’ Inactivation d’Akt
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\aafﬂW 20’ Dépolarisation du potentiel

membranaire mitochondriale

. 60’ Caspase-9 activation
+ 120’ Caspase-3 activation

& + APOPTOSIS ++ . Pourquoi ?



Influence du contenu en cholestérol sur I’'accumulation cellulaire du Rh2

/insenoside RhZ\

gl g
T TITATY TSR T

Cellules non deplétees Cellules dépletées en cholestérol

apoptose + . apoptose ++ .
ontenu cellulaire du ?
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Influence du contenu en cholestérol sur I’'accumulation cellulaire du Rh2

Accumulation du Rh2

AN 10
= ~~~
X =
53 8
HPLC MS/MS = -
Coll. G. Muccioli & [TReS 6
A. Paquot c O
(UCL, BPBL) SE 4
E g Two-way ANOVA with
= cC 2 Bonferroni post-tests
% ~ ** 1 <0.01
QO 0 *** p <0.001
0 15 30 45

Time (min)

» L'accumulation cellulaire du Rh2 est plus élevée dans les cellules
depletees en cholesterol vs non-déplétéees



L'accumulation plus importante du Rh2 dans les cellules déplétées en
cholestérol pourrait expliquer une apoptose plus rapide
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' Protéines
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ﬂ Autres lipides

Cellules de cholesterol

+++ Accumulation du Rh2
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membranaire mitochondriale

90’

180’ é 120¢  Caspase-3 activation

& + APOPTOSIS ++ .

60’ Caspase-9 activation
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Activité apoptotique du Rh2 - observations principales

» Contrairement a une déplétion en , la déplétion en
sphingomyéline réduit I'apoptose induite par le Rh2

» Le Rh2 induit une déphosphorylation de I'Akt et l'activation de la voie
apoptotique intrinseque

» L'accumulation plus importante du Rh2 dans les cellules déplétées en

cholestérol pourrait expliquer une apoptose plus rapide

=>» Verstraeten SL et al, Toxicology and Applied Pharmacology, 2018




Le Rh2 pourrait-il s'insérer plus facilement dans les
membranes déplétées en cholestérol en prenant la place du
et en interagissant plus facilement avec |la

UL bl g4

| @ Uit L L
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Perspectives a court terme

* Etude de l'influence d’autres lipides membranaires

 Détermination de la localisation (intra)cellulaire du Rh2

e Caractérisation de l'activation ou inactivation d’autres

voies/protéines liées a la membrane plasmique



Perspectives a long terme

* Le Rh2, une molécule potentiellement intéressante dans le traitement
de certains types de cancer?

» Etape 1: Composition lipidigue membranaire des cellules cancéreuses ?

» Etape 2: Implication potentielle de certains lipides membranaires pour la déformation
cellulaire, mécanisme essentiel pour les métastases ?

» Etape 3: Interaction du Rh2 avec la membrane plasmique & effet sur la déformation
durant I'invasion cellulaire ?

wWhowWN T

Ginsenoside Rh2
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