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Etude de I'effet de I’hypoxie intermittente sur les cellules endothéliales
Roegiers Audrey
Résumé

Le microenvironnement des tumeurs solides est hypoxique et les cellules au sein de la tumeur
sont exposees a deux types d’hypoxie : I’hypoxie chronique et I’hypoxie intermittente.
L’hypoxie chronique est causée par une augmentation de distance de diffusion entre les
vaisseaux sanguins et les cellules tumorales. L’hypoxie intermittente est quant a elle liée a
une structure et une fonction anormales des vaisseaux qui alimentent la tumeur. Les cellules
tumorales répondent & cette hypoxie en produisant des facteurs angiogéniques qui vont
permettre la croissance des cellules endothéliales des vaisseaux sanguins et ainsi participer a
la création d’un nouveau réseau vasculaire permettant d’apporter oxygene et nutriment aux
cellules tumorales.

Il a été déemontré récemment que I’hypoxie et plus particulierement I’hypoxie intermittente
protégeait les cellules tumorales et endothéliales contre certains stress proapoptotiques tels
que la radiothérapie. Cette hypoxie tumorale va en effet permettre a la tumeur de moduler sa
réponse aux traitements (radiothérapie, agents chimiques), d'exercer une pression sélective et
de moduler l'angiogénése. Au cours de ce meémoire, nous avons essayé de comprendre les
mécanismes au cceur de cette résistance et I’effet de I’hypoxie intermittente sur le phénotype
angiogénique des cellules endothéliales.

Pour ce faire, deux approches ont été envisagées. La premiere a consisté en I’étude de
I’influence de I’hypoxie intermittente et de I’hypoxie chronique sur I’activité de trois facteurs
de transcription : HIF1, Nrf2 et NF-kB. La deuxieéme approche a été consacrée a I’étude, dans
ces mémes conditions, de I’expression d’une série de génes impliqués dans I’inflammation et
I’angiogenése.

Les résultats obtenus montrent tout d’abord que I’hypoxie intermittente entraine une
résistance des cellules endothéliales a la mort cellulaire. Le facteur de transcription impliqué
dans la survie cellulaire en hypoxie, HIF est activé dans ces conditions. Par contre, Nrf2 et
NF-kB ne sont pas activés dans ces conditions. Les résultats obtenus dans la deuxieme partie
du travail montrent que I’hypoxie intermittente induit des changements d’expression génique
qui sont différents de ceux observés en hypoxie chronique. Ces changements pourraient
favoriser d’une part la survie cellulaire et d’autre part un phénotype angiogénique.

Mémoire de licence en Sciences biologiques
Juin 2007

Promoteur: C. Michiels
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Avant propos

Avant-propos

Actuellement, il est difficile d’imaginer quelqu’un qui n’a jamais entendu parler de la
maladie nommée « cancer ». Dix millions de nouveaux cas sont diagnostiqués chaque année a
travers le monde.

Le cancer est une maladie qui se traduit par une prolifération anormale de cellules entrainant
la formation d’une tumeur.

Notre organisme contient un grand nombre de cellules qui chacune, joue un role précis. Elles
s'organisent et se regroupent pour former des tissus ou des organes, et se renouvellent en
permanence. C’est le génome de chaque cellule qui contrdle son fonctionnement.

Sous linfluence de facteurs de l'environnement, (tabac, le soleil...), de certains agents
chimiques ou physiques, ou encore de certains virus, le génome humain subit des altérations,
qu'il est en mesure de réparer. Lorsque ce systéme de réparation est défectueux ou débordé, la
cellule conserve ces mutations et devient anormale.

La cellule va alors adopter de nouvelles caractéristiques et proliférer de maniére anarchique.
En se multipliant de facon anarchique, les cellules cancéreuses donnent naissance a des
tumeurs de plus en plus grosses. Ces tumeurs peuvent malheureusement, lorsqu’elles
s’étendent, provoquer la mort de I’individu atteint. Chaque année, le cancer cause la mort de
plusieurs milliers de personnes.

Une nouvelle rassurante, est que d’énormes progres ont été faits au cours des derniéres
décennies dans la compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires a la base du
développement du cancer.

Une révolution récente dans le traitement du cancer consiste a cibler le réseau vasculaire qui
irrigue une tumeur. Il est en effet bien établi que le développement d’une vascularisation intra
tumorale joue un réle primordial dans la croissance et la dissémination de la tumeur.

Les connaissances grandissantes sur les mécanismes impliqués dans I’angiogenéese ont permis
d'identifier une série de molécules qui participent au contrdle de la formation, de la
maturation et du remodelage du systeme vasculaire et ainsi de mettre en place des traitements
qui ciblent ces processus. Sans s’attaquer directement a la tumeur, ces nouveaux médicaments
ouvrent un nouveau moyen de combattre le cancer, en privant les tumeurs des vaisseaux
sanguins qui la nourrissent.

Actuellement, de nombreuses études ont également montré que I’hypoxie présente au
sein des tumeurs, engendre une résistance des cellules tumorales mais aussi endothéliales aux
thérapies anticancéreuses.

Au cours de ce mémoire, nous allons donc tenter de mieux comprendre comment I’hypoxie
affecte le comportement des cellules endothéliales, ce qui permettra peut-étre par la suite
d’améliorer les thérapies anti-angiogéniques.

Cette introduction traitera des mécanismes sous-jacents a I’angiogenése, de I’hypoxie
ainsi que des facteurs de transcription HIF-1, Nrf2 et NF-kB, impliqués dans la réponse
transcriptionnelle aux conditions d’hypoxie.
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Introduction

Introduction

1. L’angiogenese

Principe

Le systeme cardiovasculaire est le premier systeme a se développer et a atteindre un état
fonctionnel au sein de I'embryon. Les étapes initiales consistent en la vasculogenése qui est la
formation de vaisseaux sanguins a partir de précurseurs: les hémangioblastes et les
angioblastes. Durant la vasculogenése, les angioblastes proliférent et s'assemblent en formant
un réseau primitif de vaisseaux connu sous le nom de plexus capillaire primitif.

Le treillage de cellules endothéliales créé par la vasculogenése servira alors d'échaffaudage
pour l'angiogenése. (Papetti and Herman 2002)

L'angiogenése est en effet un procédé de vascularisation d'un tissu impliquant le
développement de nouveaux vaisseaux capillaires a partir de vaisseaux préexistants. Ce
processus est indispensable pendant toute la croissance pour permettre le développement
normal des tissus, puisque les vaisseaux sanguins permettent le transport du sang qui apporte
les nutriments, I'oxygene et élimine les déchets du métabolisme des cellules.

L'angiogenése est régulée par de nombreux facteurs de croissance et de cytokines
proinflammatoires, et est tempérée par un groupe divers d'inhibiteurs de I'angiogenese. Elle a
lieu au cours de nombreux processus physiologiques tels que le développement embryonnaire,
I'implantation du placenta, l'ovulation mais aussi pathologiques, comme au cours de la
croissance des tumeurs. L'angiogenése tumorale permet a la tumeur de maintenir sa
croissance et facilite la propagation métastasique en établissant des connexions avec la
vasculature déja existante.(Polverini 1995)

Il existe deux différences importantes entre l'angiogenese normale et l'angiogenése
pathologique.

Tout dabord, dans les tissus malades, les mécanismes régulateurs qui arrétent la
néovascularisation dans les tissus sains ne fonctionnent pas normalement. Il y a alors un
déséquilibre de la balance des régulateurs positifs et négatifs de I'angiogenese en faveur des
molécules proangiogénes.

Deuxiémement, les vaisseaux formés dans les tissus malades sont complétement désorganisés
et leur paroi présente de nombreuses ouvertures. Cela est notamment di au fait que les
vaisseaux tumoraux sont incapables de se maturer via le recrutement de péricytes et de
cellules musculaires lisses, menant alors a la formation de vaisseaux fenestrés dans les
tumeurs.

Il existe deux groupes de médiateurs angiogéniques : les stimulateurs et les inhibiteurs de
I'angiogenése.

La majorité des molécules stimulatrices sont des protéines, et de nombreuses d'entre elles sont
des facteurs de croissance qui favorisent la division, la migration et la différenciation des
cellules endothéliales en structures tubulaires. Elles sont sécrétées par une variété des cellules,
incluant les cellules endothéliales elles-mémes, en réponse aux stimuli de I'environnement.
Ces médiateurs peuvent stimuler l'angiogenése directement en interagissant avec des
récepteurs a la surface des cellules endothéliales, ou indirectement en attirant et en activant
des cellules accessoires telles que les macrophages,...

Les inhibiteurs de I'angiogenese semblent quant a eux influencer la capacité des cellules a
interagir avec la matrice extracellulaire ou de la dégrader. Des altérations de I'organisation et
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de la composition de la matrice extracellulaire ont été démontrées comme ayant un effet
important sur la croissance et la fonction de cellules endothéliales.

Le VEGF

Un facteur de croissance particulier appelé le VEGF (vascular endothelial growth factor) a été
identifié comme étant un facteur clé impliqué dans la formation de nouveaux vaisseaux. Le
VEGF régule plusieurs fonctions des cellules endothéliales, incluant la prolifération, la
différenciation, la perméabilité ainsi que la production de molécules vasoactives. La famille
des VEGFs se compose du VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D et

PIGF. (Hoeben, Landuyt et al. 2004) Il existe également 4 isoformes différentes de VEGF-A,
qui sont générées suite au splicing alternatif d’un seul géne. (Cross, Dixelius et al. 2003)

Ces molécules de VEGF exercent leurs effets en se liant & des récepteurs spécifiques.
Actuellement, trois récepteurs au VEGF ont été identifiés. Il s'agit de récepteurs a activité
tyrosine kinase qui une fois activés subissent une autophosphorylation et stimulent des voies
de transmission du signal.

lls sont tous les trois relativement spécifiques des cellules endothéliales et montrent une
structure semblable au récepteur de la famille PDGF. Ces trois récepteurs sont VEGFR-1,
VEGFR-2 et VEGFR-3 (Figure 1). Ces derniers sont également désignés respectivement par
flt ( fms-like tyrosine kinase), KDR (kinase insert domain containing receptor) et FLTA4.
Toutes les isoformes du VEGF-A se lient a la fois au VEGFR-1 et au VEGFR-2, alors que
PIGF et VEGF-B sont des ligands spécifiques de VEGFR-1. VEGF-C et VEGF-D
interagissent a la fois avec le VEGFR-2 et VEGFR-3 alors que VEGF-E est un ligand
spécifique au VEGFR-2. (Olsson, Dimberg et al. 2006)

Le VEGFR-2 est le récepteur principal et est notamment responsable de la prolifération, de la
migration, de la survie des cellules endothéliales et par conséquent de I’initiation de
I’angiogenése.

Le VEGFR-3 est exprimé principalement dans I’endothélium lymphatique et est impliqué
dans la lymphogenese.

Suite a la liaison du ligand, les récepteurs au VEGF sont capables de former soit des
homodimeres ou des hétérodiméres. La dimérisation du récepteur est accompagnée par
I'activation des domaines tyrosine kinase qui méenent a l'autophosporylation du récepteur. Le
récepteur phosphorylé peut alors recruter des protéines et induire l'activation de voies de
signalisation (Figure 2).

Le récepteur VEGFR-2 est capable de recruter un certain nombre d'adaptateurs.

La phosphorylation de la tyrosine 1175 permet la liaison, la phosphorylation et I’activation de
la phospholipase Cg (PLCg), menant a un influx de Ca2+ et a I’activation de la protéine Kinase
C (PKC). L’activation de la PKC entraine la prolifération cellulaire, via la voie de
signalisation ERK.

A la tyrosine 1175 phosphorylée peuvent également venir se lier deux molécules, Shb et Sck.
Shb entraine alors I’activation de la P13 kinase.

Grb2 est quant a lui aussi un stimulateur de la cascade Raf-MEK-ERK.

Une autre tyrosine phosphorylée (Y951) permet la liaison d’une protéine TSAd. TSAd fut
tout d'abord identifié au sein des lymphocytes T mais il est également fortement exprimé dans
les cellules endothéliales. TSAd est impliqué dans la réorganisation des microfilaments
d'actine et ainsi dans la migration des cellules endothéliales.
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Enfin, le VEGFR-2 active la P13-kinase, résultant en l'activation de molécules intracellulaires
importantes telles que Akt et la petite protéine Rac. La voie Akt participe a la régulation de la
survie cellulaire ainsi que de la perméabilité vasculaire.(Matsumoto and Mugishima 2006)
L’ensemble de ces voies induit I’activation des cellules endothéliales vers un phénotype
angiogénique.

Angiogenése tumorale

La croissance rapide de la masse tumorale va rapidement distancer les cellules de leur
systeme vasculaire et entrainer petit a petit un manque en oxygéene et en nutriments. En effet,
lorsque la distance entre les cellules tumorales et le capillaire devient supérieure a la limite de
diffusion de l'oxygene, lI'oxygéne n'est plus capable de parvenir aux cellules et il y a ainsi
formation d'une zone hypoxique au sein de la tumeur.

Cette diminution de la concentration en oxygéne meéne a l'activation d'un facteur de
transcription nommé HIF (hypoxia inducible factor), qui augmente la transcription de genes
cibles tels que le VEGF-A. Ce facteur de transcription sera abordé par la suite.

Le produit de ce gene, en agissant en concertation avec un certain nombre d'autres protéines,
stimule la formation de nouveaux vaisseaux sanguins, qui migrent en direction de la tumeur et
rétablissent des lors 'noméostasie en oxygéne et en nutriments.

En effet, la liaison du VEGF a son récepteur entraine l'activation des cellules endothéliales
des capillaires adjacents. Activées, ces cellules acquiérent de nouvelles propriétés de
prolifération et d'invasion tissulaire. Il va aussi y avoir production d'enzymes qui vont
entrainer la dégradation de la MEC.

Libérées de la MEC, les cellules endothéliales proliferent et migrent en direction de la tumeur.
Les cellules endothéliales se réorganisent finalement en structures tubulaires, formant de
nouveaux vaisseaux immatures mais fonctionnels. Les cellules endothéliales vont ensuite
induire la mise en place de la paroi vasculaire (composée des péricytes et de la MEC) qui
assure la stabilisation des nouveaux vaisseaux.(Gupta and Qin 2003)

La tumeur a ainsi mis en place sa propre vascularisation qui pourra alors soutenir sa
croissance (Figure 3)(Kalluri 2003).

L'inhibition de I'angiogenese, en particulier en bloquant le VEGF, est actuellement fortement
investiguée comme moyen d'inhiber ce mécanisme qui permet la survie des cellules
tumorales, comme nouvelle stratégie de lutte anticancéreuse.

Structure des vaisseaux tumoraux

La structure des vaisseaux tumoraux n'est cependant pas la méme que celle du réseau
vasculaire normal (Figure 4). Le systéeme vasculaire normal est un réseau organisé et stable.
Sa localisation est appropriée. Le flux sanguin du réseau vasculaire normal est régulé et la
perméabilité des capillaires est contr6lée. Par contre, le réseau vasculaire tumoral est
complétement désorganisé et instable. Les capillaires présentent une perméabilité accrue
pouvant entrainer des hémorragies. Des shunts artério-veineux s’établissent contribuant a
I'établissement d'un flux sanguin irrégulier, non contrélé par les agents vaso-actifs. Enfin, la
couverture des capillaires par les péricytes est insuffisante.

Les vaisseaux tumoraux présentent également des anomalies fonctionnelles : hétérogénéité
des flux sanguin et lymphatique, élévation de la pression interstitielle dans la tumeur du fait
de I’accroissement de la perméabilité vasculaire, baisse de la pression partielle d’oxygene et
acidose dans la tumeur. Le micro-environnement tumoral est donc profondément perturbé et
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peut présenter des zones d'hypoxie. L hypoxie favorise comme nous l'avons vu précédemment
la production de facteurs angiogéniques par les cellules tumorales, le développement de néo-
vaisseaux et ainsi la croissance de la tumeur. S’établit alors un cercle vicieux favorisant la
progression tumorale. (Brown and Giaccia 1998; Papetti and Herman 2002)

2. Hypoxie
Principe

Un apport adéquat en oxygeéne est essentiel a la vie de tous les organismes supérieurs parce
que l'oxygene sert daccepteur final des électrons dans la phosphorylation oxydative
mitochondriale. De plus, de nombreux processus enzymatiques requiérent de l'oxygene
moléculaire comme substrat.

La capacité de sentir et de répondre aux changements d'oxygéne est donc essentielle pour la
survie des organismes. Les mammiferes ont développé des mécanismes senseurs d'oxygéne
pour maintenir I'hnoméostasie cellulaire et tissulaire et s'adapter aux conditions de faibles
concentrations en oxygene si nécessaire.

L'hypoxie est définie comme étant une diminution de la concentration en oxygene résultant
d'un apport en oxygéne inadéquat. L'hypoxie peut étre causée par de nombreux facteurs tels
qu’une faible pression partielle en O, dans le sang artériel d0 notamment a de hautes altitudes
ou a des maladies pulmonaires, une perfusion réduite des tissus,...

L'hypoxie est une condition rencontrée au cours de I'embryogenese dans laquelle un signal
hypoxique est considéeré comme nécessaire a un développement normal. Un
dysfonctionnement de I'noméostasie en oxygéne est également un évenement central dans un
grand nombre de situations pathophysiologiques telles que lors de maladies vasculaires,
d'inflammation chronique et de cancers.

L'hypoxie tumorale résulte d'un déséquilibre entre l'apport en oxygene et sa consommation.
Les principaux facteurs en cause sont les anomalies de structure et fonction des
microvaisseaux qui alimentent la tumeur, une augmentation de la distance de diffusion entre
les vaisseaux sanguins et les cellules tumorales et une capacité réduite du transport de
l'oxygéne. (Hockel and Vaupel 2001)

Hypoxie intermittente et hypoxie chronique

Au sein d'une tumeur, nous pouvons retrouver deux types d'hypoxie provoquée par deux
causes différentes: des limitations permanentes dans la diffusion de l'oxygene et des
limitations transitoires dans la perfusion sanguine (Figure 5).

Les limitations permanentes dans la diffusion de I'oxygéne résultent en le développement de
zones hypoxiques dans des régions éloignées des vaisseaux sanguins. En effet, au fur et a
mesure que la tumeur croft, les cellules en son centre s'éloignent petit a petit des vaisseaux
sanguins et lorsque la distance entre les cellules tumorales et le vaisseau sanguin devient trop
importante, 'oxygéne ne peut plus parvenir aux cellules. Généralement, I’oxygene diffuse de
100 a 150 nm a partir des vaisseaux sanguins dans les tissus normaux ou malins. A des
distances plus grandes, la tension en oxygene devient égale a zéro ou proche de zéro, et les
cellules peuvent-étre exposées a ce niveau d’hypoxie pendant plusieurs heures. Ces cellules
sont alors dites dans un état d'hypoxie chronique.(Brown 1990)
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Par contre, des arréts transitoires dans le flux sanguin ou des variations temporelles dans le
flux des microvaisseaux résultent en le développement de zones hypoxiques en aval des
anomalies de perfusion des vaisseaux. Les cellules présentes dans ces zones sont alors dans un
état d'hypoxie intermittente et sont susceptibles de subir plusieurs périodes successives
d'hypoxie de courte durée au cours de leur vie. Les cellules concernées sont aussi bien les
cellules tumorales que les cellules endothéliales. La durée de ces périodes a été montree
comme variant de moins d'une minute a plusieurs heures. (Rofstad, Galappathi et al. 2007)

Face a ces situations hypoxiques, les cellules ont développé des mécanismes d'adaptation
impliquant I'angiogenése, l'activation de la glycolyse, l'augmentation du transport de glucose
qui conferent aux cellules des avantages de croissance et de survie dans des conditions
d'hypoxie.

L'adaptation a de faibles concentrations en oxygéne dans les cellules et les tissus méne en
effet a l'induction transcriptionnelle d'une série de géenes qui participent a ces mécanismes
d'adaptation. Le facteur principal médiant cette réponse est HIF-1, un facteur de transcription
senseur de l'oxygene.

Le facteur de transcription HIF-1

Structure

Le facteur de transcription HIF-1 est une protéine hétérodimérique composée d’une sous-unité

a dont I’expression est fortement régulée, en particulier par I’oxygéne, et d’une sous-unité
exprimée de fagon constitutive.

Chacune des deux sous-unités contient deux domaines caractéristiques: un domaine basic-helix-
loop-helix (bHLH) et PAS (Ruas and Poellinger 2005) (Figure 6). Les domaines bHLH et PAS
sont nécessaires a la formation de I’hétérodimere entre la sous-unité a et la sous-unité ainsi que
pour la liaison a I’ADN.

Ce facteur de transcription permet aux cellules des eucaryotes supérieurs de s’adapter aux baisses
de pression en oxygéne en modulant I’expression d’un certain nombre de génes.

Parmi les genes cibles de HIF-1 identifiés a ce jour, sont retrouvés des genes impliqués dans
I’angiogenése, I’érythropoiese, la prolifération et la viabilité cellulaires ainsi que dans le
métabolisme du fer et du glucose.(Brahimi-Horn and Pouyssegur 2006)

Trois isoformes de la sous-unité a du facteur de transcription HIF-1 ont été identifiées. 11
s'agit de HIF-1a, HIF-2a et HIF-3a. HIF-1a est I'isoforme la mieux caractérisée.

Régulation de HIF-1a

La régulation de l'activité de HIF-1 concerne principalement la sous unité alpha et a lieu a
différents niveaux : stabilisation de la protéine, modifications post-traductionnelles,
translocation nucléaire, dimérisation, activation transcriptionnelle et interaction avec d'autres
protéines. Cependant, en condition de normoxie, la suppression de l'activité de HIF-1 résulte
principalement de la dégradation de HIF-1a.(Zagorska and Dulak 2004)
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Le turn-over de HIF-la est trés rapide, résultant en une protéine essentiellement non
détectable en normoxie. Lorsque de l'oxygéne est présent, deux réactions enzymatiques
différentes résultent en I'ajout d'oxygene sur des résidus spécifiques de la sous-unité HIF-1a.
Ces réactions enzymatiques sont I'hydroxylation de deux résidus proline (Pro402 et Pro564) et
I'nydroxylation d'un résidu asparaginyl. L'hydroxylation des deux résidus proline permet a
HIF-1a d'interagir avec le domaine beta d'une protéine nommée pVHL (von Hippel Lindau).
La protéine suppressive de tumeur von Hippel Lindau est un composant d’un complexe E3
ubiquitine protéine ligase contenant les élongines B et C, Cul2 et Rbx1.

La protéine VHL médie via une polyubiquitinylation, la dégradation de HIF-1a par le
protéasome (Figure 7).

D’autre part, I’hydroxylation d'un résidu asparaginyl de HIF-la par [’asparaginyl
hydroxylase a des conséquences complétement différentes : cette hydroxylation empéche
I’interaction du coactivateur p300 avec HIF-1a, interaction nécessaire a son activité
transcriptionnelle. En normoxie, HIF-1 n’est donc pas actif.

Ces reactions assurent donc le mécanisme de senseur a I’oxygéne a travers lequel la
concentration d'oxygene moléculaire gouverne a la fois la destruction et la transactivation de
HIF-1a. (Maxwell 2004)

Par contre, lorsque la cellule est exposée a I'hypoxie, HIF-1a va étre rapidement stabilisé d0 a
I'absence d'hydroxylation des résidus proline. 11 peut dés lors transloquer dans le noyau grace
a la présence d'une séquence signal de localisation nucléaire. Une fois dans le noyau, il va
dimériser avec la sous unité HIF-1 , se lier au site HRE (Hypoxia Response Element) présent
dans le promoteur de ses génes cibles et activer leur transcription (Figure 8).

Cependant, la translocation nucléaire en elle-méme n'est pas suffisante pour entrainer
I'expression des genes cible de HIF-1.

D’autres mécanismes semblent impliqués dans I’activation de HIF-1. En effet, la cascade
d’activation de HIF inclut la phosphorylation de HIF-1a, la translocation nucléaire, la
dimérisation avec I’ARNT et le recrutement de cofacteurs transcriptionnels.

Chacune de ces étapes peut-étre sous le contrdle de la concentration en oxygene mais aussi
d’autres facteurs environnementaux.

Des données récentes montrent que la phosphorylation joue un réle important dans
I’activation de HIF-1a. La phosphorylation est secondaire & la stabilisation hypoxique et
semble requise pour réguler I’activité transcriptionnelle de HIF-1.

ARNT joue aussi un rble important dans I’activit¢ de HIF-1. Il sert de partenaire
d’hétérodimérisation de HIF-1a. Bien qu’ARNT ne soit pas nécessaire a la translocation de
HIF-1a dans le noyau, la formation de I’hétérocomplexe HIF1 permet la liaison a I’ ADN.
Enfin, des coactivateurs de I’activité transcriptionnelle permettent de réguler I’activité
transcriptionnelle proprement dite de HIF-1. 1l s’agit des protéines nucléaires CBP et p300.
D’une part, ces cofacteurs participent au recrutement de la machinerie de transcription (ARN
polymérase I1). D’autre part, ils possédent une activité acétyl transférase soit permettant de
modifier la topologie de I’ADN par I’acétylation des histones, soit d’acétyler directement des
facteurs de transcription.(Wenger 2002) La régulation de I’activité de HIF-1 nécessite donc de
nombreuses étapes successives.

Réponses cellulaires a I'hypoxie

Les réponses adaptatives des cellules face a I'hypoxie sont trés nombreuses. L'activation de
HIF1 induit I'expression de génes qui permettront aux cellules de résister a I'nypoxie et de s'y
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adapter. Les réponses cellulaires a I'nypoxie incluent I'érythropoiese, le métabolisme du fer, le
métabolisme du glucose, I'angiogenése, l'activation de signaux de survie cellulaire (Figure 9).

Tout d'abord, en réponse a I’hypoxie, la capacité de transport de I’oxygéne est augmentée
suite a une production accrue de globules rouges par I’expression de géenes impliqués dans
I’érythropoiese et le métabolisme du fer. L hypoxie stimule I’expression de I’érythropoiétine
qui est nécessaire a la formation des globules rouges. Une augmentation du nombre de
globules rouges favorise ainsi le transport de I’oxygéne vers les tissus. De plus, pour la
formation de I'héme, du fer est nécessaire. L’hypoxie augmente aussi I’expression de la
transferrine, qui transporte le fer (Fe**) aux cellules.

L’expression de nombreux génes impliqués dans les différentes étapes de I’angiogenése a
également été montrée comme s'élevant en réponse a I’hypoxie. Parmi ces genes, nous
retrouvons le VEGF, qui participe a I’angiogenése en recrutant les cellules endothéliales et en
favorisant leur prolifération et leur migration. L’induction du VEGF ainsi que d’autres
facteurs proangiogénes mene a I’augmentation de la densité vasculaire et ainsi a la diminution
de la distance de diffusion de I’oxygene.

Aussi, en condition d'hypoxie, les cellules utilisent de maniére majoritaire la glycolyse pour
générer I'ATP dont elles ont besoin. La glycolyse ne procure que deux ATP par molécule de
glucose alors que la chaine respiratoire fournit 38 ATP. HIF-1 régule I'expression de
nombreuses enzymes impliquées dans la voie glycolytique ainsi que de transporteurs de
glucose afin d’augmenter le flux glycolytique et donc la production d’ATP en anaérobie.
Finalement, I’hypoxie et HIF-1 stimulent également la production de facteurs de croissance
tels que I’IGF2 et le TGFa. La liaison de ces facteurs a leurs récepteurs respectifs active des
voies de signalisation menant & la prolifération et la survie cellulaire et stimule I’expression
de HIF-1a lui-méme. La cellule peut ainsi s’adapter aux conditions défavorables de son
environnement. (Giaccia, Simon et al. 2004; Lee, Bae et al. 2004)

3. Le stress oxydatif
Principe

De nombreux organismes sont constamment exposés a l'oxygene moléculaire, il est méme
nécessaire pour la vie de beaucoup d'entre eux. Cependant, I'oxygeéne n'est pas completement
inoffensif et peut étre toxique pour les organismes, incluant I'homme.

Les espéces oxygénées réactives (ROS) proviennent du métabolisme de l'oxygene
moléculaire. L'appellation "dérivés réactifs de Il'oxygéne” inclut l'anion superoxide, le
peroxyde d'hydrogene (H.0,), l'oxygene singulet (10,) et les radicaux hydroxyl (sOH)
(Figure 10).

Il existe différents mécanismes par lesquels les ROS peuvent étre générés incluant notamment
la respiration aérobie, la synthese d'oxyde nitrique et la voie de la NADPH oxydase durant
I'inflammation.

Lors de la respiration aérobie, la chaine respiratoire mitochondriale produit des ROS au cours
du transfert des électrons d’un transporteur a I’autre. Durant ce processus, certains électrons
peuvent échapper a la chaine de transport des électrons et interagir avec l'oxygéne pour
générer de I'Oz¢’, OHe ou H,0..

L'enzyme nitrique oxyde synthase produit quant a elle de l'oxyde nitrique via la désamination
de L-arginine ou L-citrulline. L'oxyde nitrique n'est lui-méme pas tres réactif mais il peut
interagir avec d'autres intermédiaires tels que lI'oxygéne, O,¢’,... Par exemple, la combinaison
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de NO avec I' O, forme du peroxynitrite (ONOQ), qui est une espéce trés réactive qui peut
causer l'inactivation des protéines.

Finalement, les cellules inflammatoires peuvent utiliser le complexe NADPH oxydase pour
générer des radicaux oxygénés incluant I'O,¢ et I'H,O, dans le but de tuer des bactéries ainsi
que d'autres pathogenes.

En plus de ces mécanismes biologiques de génération de ROS, il existe également des sources
exogenes de radicaux libres incluant la fumée de cigarette, les polluants tels que I'ozone, les
radiations,...

L'hypoxie et la réoxygénation sont deux éléments clés de I'hypoxie intermittente. Il a été
démontré que I'hypoxie et la réoxygénation induiraient également la production de ROS. Les
oxydants sont produits en exces lors de la réoxygénation mais la production de ROS pourrait
également augmenter lors de I'hypoxie.(Li and Jackson 2002)

Les ROS sont produits normalement dans toutes les cellules aérobies, mais la présence
d’antioxydants biochimiques permet de les neutraliser et de maintenir ainsi un équilibre.

Le stress oxydatif se produit lorsque cet équilibre est rompu, di a un excés de production de ROS,
a une diminution en antioxydants ou aux deux.

Chacun des ROS est tres réactif et instable d0 au fait qu'ils contiennent un électron non
apparié. Cela leur donne la capacité d'interagir rapidement avec des macromolécules telles

que les protéines, les lipides et les acides nucléiques. Deés lors, quand les cellules sont
incapables de remplacer ou d'éliminer ces macromolécules oxydées, un dysfonctionnement
cellulaire peut avoir lieu.

Le radical hydroxyl est connu pour réagir avec tous les composants de la molécule d’ADN
endommageant a la fois les bases purines et pyrimidines. Des modifications permanentes du
matériel génétique résultant de ces dommages oxydatifs représentent la premiére étape impliquée
dans la mutagenése, la carcinogenese et le vieillissement. (Valko, Leibfritz et al. 2007)

L'oxydation de I'ADN peut également causer des cassures simple ou double brin et altérer les
interactions ADN-protéines et ADN-ADN.

Aussi, l'oxydation des protéines peut causer des changements dans la structure des acides aminés,
des augmentations de I'hydrophobicité des protéines et des pertes d'activité enzymatique. Les
protéines exercant des réles vitaux dans la régulation de la structure cellulaire, la signalisation
cellulaire, et de nombreux procédés enzymatiques, nous comprenons aisément que l'oxydation des
protéines peut rapidement contribuer a la perte de viabilité cellulaire lors des stress oxydatifs.

Les protéines oxydées sont normalement reconnues et dégradées par des protéases intracellulaires,
telles que le protéasome. Cependant, il semblerait que les radicaux libres peuvent réagir avec ces
complexes protéolytiques induisant une diminution de leur fonctionnalité. (Cecarini, Gee et al.
2007)

L'exposition aux radicaux libres d'une variété de source a conduit les organismes a développer une
série de mécanismes de défense. Les mécanismes de défense contre le stress oxydatif induit par les
radicaux libres impliquent des mécanismes de prévention, des mécanismes de réparation, des
défenses antioxydantes,...

Chez les mammiféres, environ vingt éléments régulateurs sensibles a I'oxydation ont été décrits. Ils
sont responsables de changements dans le rapport des pro- et antioxydants résultant en le
développement de stress oxydatif.

Dépendant du niveau de ROS, différents facteurs de transcription sont activés et coordonnent
différentes réponses biologiques. Un faible stress oxydatif induit Nrf2, un facteur de transcription
impliqué dans I’activation de genes codant pour des enzymes antioxydantes. D’autre part, une

9
Create PDF with GO2PDF for free, if you wish to remove this line, click here to buy Virtual PDF Printer


http://www.go2pdf.com

Introduction

quantité intermédiaire de ROS déclenche une réponse inflammatoire par I’activation de NF-kB et
de AP-1. Finalement, un niveau élevé de stress oxydatif entraine une perturbation du pore de
perméabilité transitoire mitochondrial et la disruption du transfert d’électrons résultant alors en la
mort cellulaire par nécrose ou apoptose.(Gloire, Legrand-Poels et al. 2006) (Figure 11)

L'activation des facteurs de transcription Nrf2, NF-kB, AP-1 influence l'expression de plusieurs
centaines de génes et donc de l'activité de nombreux processus métaboliques. Ces facteurs sont des
régulateurs clés de la prolifération cellulaire, la différenciation, I'apoptose mais aussi de la défense
des cellules contre ces agents perturbateurs.

Le facteur de transcription Nrf2

Les espéces oxygénées réactives (ROS) et les électrophiles causent des dommages cellulaires
menant a de nombreuses maladies incluant les cancers, les maladies auto-immunes et les
maladies neurodégénératives.

Certaines particules toxiques sont normalement détoxifiées par des enzymes détoxifiantes de
phase 2 et des protéines antioxydantes. L’élément de réponse antioxydant (ARE), qui régule
de maniére transcriptionnelle des genes codant pour ces enzymes de détoxification et ces
protéines antioxydantes joue un réle primordial dans la régulation de I’expression de ces
systemes de défense cellulaire.(Lyakhovich, Vavilin et al. 2006) Il fait intervenir une protéine
appelée Nrf2.

Structure

Nrf2 est une protéine de 67 kD. Elle consiste en 605 résidus acides aminés qui forment six
domaines tres conservés: Nehl-Neh6. Neh2 est un domaine responsable de la régulation
négative de Nrf2 par sa liaison avec une protéine Keapl. Les domaines Neh4 et Neh5 médient
la transactivation de Nrf2 en liant des coactivateurs transcriptionnels (CBP/p300)(Figure 12).
Nrf2 est un facteur de transcription de la famille des leucine zipper. De nombreuses études ont
démontré que Nrf2 était impliqué dans la protection de différents tissus contre le stress
oxydatif et ont établi le mécanisme moléculaire par lequel Nrf2 est activé et participe a
I’expression des génes qui présentent le site ARE dans leur promoteur.

Régulation de Nrf2

Des recherches sur les mécanismes régulateurs gouvernant l'activité de Nrf2 ont mené a
I'identification d'une protéine appelée Keapl. Keapl réprime l'activité de Nrf2 en se liant
directement au domaine Neh2 de NRF2. Keapl est constituée de 5 domaines: la région N-
terminal (NTR), la région C-terminale (CTR), le domaine BTB, IVR et DGR. Lors d'analyses
de la structure et de la fonction de ces domaines, il a été démontré que Keapl interagit avec
des filaments d'actine via le domaine DGR et que cette interaction est cruciale pour l'activité
de Keapl. Ce domaine permet également la liaison de Keapl a la région Neh2 de Nrf2. Les
domaines IVR et CTR quant a eux sont essentiels pour permettre & Keapl de retenir Nrf2
dans le cytoplasme.

En conditions basales, Keapl associée avec le cytosquelette d'actine, se lie a Nrf2 via sa
région Neh2, ancre ce facteur de transcription dans le cytoplasme, le cible pour
I'ubiquitination et la dégradation par le protéasome, réprimant ainsi l'activité de Nrf2 a induire
I'expression de ses genes cibles. Dans cette situation, Keapl semble avoir deux roles
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fonctionnels: elle agit comme une molécule senseur du stress oxydatif et sert également
d'adaptateur entre une protéine Cullin 3 (E3 ligase) et Nrf2 régulant ainsi la stabilité de Nrf2.

Suite & un stress oxydatif, les inducteurs dissocient le complexe Keapl-Nrf2, permettant a
Nrf2 de transloquer dans le noyau ou, en combinaison avec d'autres petites protéines (Maf), il
se lie a I'élément de réponse antioxidant (ARE) et augmente la transcription de génes codant
pour des enzymes de détoxification (Figure 13). Cependant, les mécanismes moléculaires
précis de la séparation de Nrf2 de la protéine Keapl lors d'un stress oxydatif restent a
élucider. Actuellement différentes hypotheses sont proposées.

Une premiére explication de l'accumulation nucléaire de Nrf2 serait que les inducteurs
disruptent le complexe Keap1-Nrf2 en modifiant 2 (C273 et C288) des 25 résidus cystéines de
Keapl. Les inducteurs des genes de phase 2 font partie de 9 classes distinctes mais partagent
des propriétés communes. lls peuvent notamment tous modifier des groupements thiol (SH)
par alkylation, oxydation ou réduction.

Cela suggere que Keapl est un senseur du stress oxydatif qui posseéde des résidus cystéines
réactifs qui sont reconnus et modifiés chimiquement par les inducteurs.

En conditions basales, Keapl existerait sous forme d'un dimere dans lequel deux monomeres
sont liés l'un a l'autre, probablement par des interactions hydrophobes via leurs domaines
BTB. Les cystéines 273 et 288 de la région IVR se trouvent alors dans un état réduit (SH).
Dans cette conformation, Keapl séquestre une molécule de Nrf2 dans le cytoplasme entre ses
deux domaines DGR et permet son rapide turnover en le ciblant vers le protéasome.

Suite a I'exposition au stress oxydatif, les résidus C273 et C288 formeraient des ponts
disulfures intermoléculaires. Cela entrainerait alors un changement de conformation de Keapl
et la conformation résultante libererait Nrf2, permettant sa translocation dans le noyau et son
activité transcriptionnelle (Figure 14).(Wakabayashi, Dinkova-Kostova et al. 2004)

Bien que l'on pensait auparavant que l'activation de Nrf2 était uniquement régulée par
I'inhibition de son importation nucléaire, de plus en plus de preuves montrent que I’abondance
de la protéine Nrf2 est maintenue a de faibles niveaux par une dégradation médiée par le
protéasome.

Le fait que Keapl soit impliqué a la fois dans la séquestration cytoplasmique de Nrf2 et la
protéolyse, suggére un modele dans lequel I'activation de Nrf2 est étroitement régulée par la
protéolyse dans le compartiment cytoplasmique. En effet, Keapl fonctionne comme un
adaptateur permettant le pontage entre Nrf2 et une protéine Cullin 3 (E3 ligase). Dés lors, un
modeéle alternatif expliquant lI'accumulation de Nrf2 lors d'un stress oxydatif fut proposé, dans
lequel, les agents oxydatifs affecteraient la dégradation de Nrf2 médiée par Keapl. lls ont
remis en question le modele de disruption directe entre Keapl et Nrf2 car ils ont découvert
que Keapl se liait avec une grande affinité au domaine Neh2 de Nrf2.

Les résidus cystéines ne moduleraient donc pas l'association ou la dissociation de Nrf2 de
Keapl, mais les oxydants activeraient Nrf2 en altérant la voie de dégradation de Nrf2 médiée
par Keapl.(Eggler, Liu et al. 2005)

Certains pensent également que dans des conditions de stress oxydatif ot Nrf2 est libéré de la

répression Keapl, Nrf2 est encore sujet a la dégradation par le protéasome, indiquant

I'existance d'une dégradation de Nrf2 indépendante de Keapl.

Ils ont dés lors émis I'hypothese qu'il existait peut-étre deux modes de dégradation de Nrf2:
Une dégradation de Nrf2 dépendante de Keapl en conditions normales (homéostasie).
Une dégradation de Nrf2 indépendante de Keapl en conditions de stress oxydatif.

(Itoh, Tong et al. 2004)
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I semblerait finalement qu'une protéine kinase C (PKC) soit également impliquée.

En effet, la PKC entrainerait la phosphorylation de Nrf2 au niveau d'un résidu Sérine (Ser-40)
et faciliterait ainsi sa libération de Keapl. Cette étape représenterait une étape critique dans
I'induction de la translocation nucléaire de Nrf2 en réponse au stress oxydatif (Huang, Nguyen
et al. 2002).

Quelques génes cibles de Nrf2

De nombreuses études ont montré que Nrf2 joue un réle important dans la protection des
cellules face au stress oxydatif. Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydantes
pour contrdler leur niveau d'espéces réactives de I'oxygéne. Une de ces stratégies est de nature
enzymatique, visant a détruire les superoxydes et peroxydes. Ainsi, Nrf2 régule I’expression
de genes codant pour un grand nombre de protéines antioxydantes et d'enzymes de
détoxification de phase 2 incluant la NADPH quinone oxidoréductase (NQO1), I'héme
oxygénase (HO-1), la glutathione S—transférase (GST), la glutamate cystéine ligase (GCS) et
la ferritine.

De nombreux genes régulés par Nrf2 sont dépendants du glutathion. Le glutathion est un
composé qui joue un role central dans la défense contre le stress oxydatif. Le glutathion
(GSH) est I'antioxydant le plus puissant qui existe a I'état naturel dans les cellules du corps.
Gréce a son important pouvoir réducteur, le GSH contribue au recyclage d’autres
antioxydants ayant subi une oxydation.

Des génes tels que les Glutathione S-transférases (GSTs) sont des composants importants de
la défense antioxydante contre les métabolites réactifs formés lors du stress oxydatif. Ces
enzymes métabolisent de nombreux composés électrophiles endogénes et exogénes en les
conjuguant avec le glutathion. Cela augmente leur solubilité, et donc facilite I'élimination de
ces conjugués des cellules.

D’autres enzymes dépendantes du glutathion telles que la glutathione peroxydase, la
peroxyrédoxine et la glutathione transférase voient également leur expression augmentée par
Nrf2. La glutathione peroxydase et la peroxyrédoxine métabolisent H,O,, générant de I’H,O
et du glutathion oxydé. Du glutathion réduit est régénéré par la suite grace a la glutathione
réductase.

Un autre géne dont I’expression est régulée par Nrf2 est également tres important dans la
défense cellulaire contre le stress oxydatif. Il s’agit de HO-1. L'héme oxygénase-1 (HO-1) est
une enzyme responsable de la dégradation de I'héme en bilirubine, monoxyde de carbone et
fer.

Finalement, la quinone oxydoréductase (NQO1) est également importante dans la
détoxification des quinones. Elle catalyse la réduction de la quinone par le transfert d'un
hydrogéne du NAD(P)H. (Lyakhovich, Vavilin et al. 2006)

4. Le facteur de transcription NF-kB

Le facteur de transcription NF-kB est un régulateur crucial de nombreux processus
physiologiques et pathologiques, incluant les réponses immunitaires innées et adaptatives,
I'inflammation, la prolifération, la tumorigenese et l'apoptose.

Il est activé par une variété de stimuli allant des cytokines a différentes formes de radiations et
au stress oxydatif,
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Tel qu'expliqué précédemment, un niveau plus élevé de ROS intracellulaires entraine un
stress oxydatif. Les cellules répondent a ces conditions défavorables en modulant les niveaux
d'antioxydants et en induisant I'expression de genes codant pour des enzymes antioxydantes.

Il est suggéré que le taux intracellulaire d'especes réactives de I'oxygeéne régule l'activité de
NF-kB en plus de celle de Nrf2. Un faible stress oxydatif permettrait d’activer NRF2 tandis
que des quantités intermédiaires de ROS entraineraient I’activation de NF-kB (Figure 11). Ne
sachant pas exactement dans laquelle de ces catégorie (faible ou intermédiaire) se situe la
quantité de ROS produite au cours de I’hypoxie intermittente, nous avons décidé d’étudier
I’activité de chacun de ces facteurs de transcription. Cependant, le mécanisme moléculaire
impligué dans I’activation de ces facteurs de transcription par les ROS n’est pas encore tout a
fait élucidé. (Li and Karin 1999)

Structure

Les facteurs de transcription NF-kB sont composés d’homodiméres ou d'hétérodiméres de
protéines Rel. Cette famille est constituée de 5 membres: NF-kB1 (p105 et p50), NF-kB2
(p100 et p52), c-Rel, RelB et RelA (p65). Chacun des membres de cette famille contient une
région appelée le domaine d’homologie Rel (RHD). Le domaine RHD a une longueur
d'environ 300 acides aminés et est nécessaire pour la liaison a I'ADN, la dimérisation, la
localisation nucléaire et l'interaction avec les protéines inhibitrices.(Hayden and Ghosh 2004)

Régulation de NF-kB

Dans la cellule, le facteur de transcription NF-kB est séquestré par une protéine appelée 1kB
(ankyrin rich Inhibitory kappa B protein) qui cache par sa liaison, la séquence de liaison a
I'ADN et la sequence de localisation nucléaire de NF-kB. Ce complexe NF-kB/IkB est localisé
dans le cytoplasme. Actuellement, 7 protéines IkB ont été identifiées. Elles contiennent toutes
de multiples copies de séquences de 30 a 33 acides aminés appelées des répétitions de
I'ankyrine qui médient l'association entre IkB et les diméres NF-kB. Les répétitions de
I'ankyrine interagissent avec le domaine RHD des protéines NF-kB et masquent dés lors leur
signal de localisation nucléaire, empéchant ainsi la translocation.

Le processus d'activation de NF-kB, induit par des stimuli comme le TNFa (Tumor Necrosis
Factor) l'interleukine 1, les espéces oxygénées réactives,... est basé sur des phosphorylations
d'IkB aboutissant a la dégradation d'lkB, entrainant ainsi la dissociation du complexe et par
conséquent, la libération de NF-kB. Les diméres NF-kB peuvent alors entrer dans le noyau et
induire I’expression de leurs génes cibles.

Les enzymes qui catalysent l'ubiquitination de 1kB sont constitutivement actives. Cependant,
I'étape qui dicte le sort de IkB et donc de NF-kB est, dans la plupart des cas, la
phosphorylation de la molécule 1kB. Cette phosphorylation permet alors I’ubiquitinylation
d’IkB et sa dégradation par le protéasome. Ni la phosphorylation, ni I’'ubiquitilation seule ne
sont suffisantes pour dissocier le complexe NF-kB-1kB. La libération de NF-kB n’est permise
que suite a la dégradation de 1kB.(May and Ghosh 1998)
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Il existe cependant des exceptions a cette voie d'activation de NF-kB. Un exemple est
I'activation de NF-kB en réponse aux radiations UV, laquelle, bien que dépendante de la
dégradation d'lkB n'implique pas de phosphorylation.

La plupart des inducteurs de NF-kB transmettent leurs signaux intracellulaires via des voies
différentes. Il doit cependant exister un point de convergence ou S’entrecroisent ces
différentes voies. Il s’avere que I’élément permettant cette convergence est une kinase 1KK
(IkB kinase) responsable de la phosphorylation de IkB. IKK est constituée de trois sous-
unités. Deux de ces polypeptides, IKKa et IKK , servent de sous-unités catalytiques tandis
que IKKgsert de sous-unité régulatrice.(Perkins 2007)

Deux voies distinctes d’activation de NF-kB ont été caractérisees (Figure 15). Elles résultent
en I’activation de NF-kB via des kinases distinctes.(Xiao 2004)

La voie la plus freguemment observée est la voie classique. Celle-ci est induite par une variéte
de stimuli incluant les cytokines proinflammatoires (TNFa et IL1 ), les récepteurs des
cellules T (TCR) ou I’exposition a des produits bactériens tels que les LPS. Elle est
principalement induite par la kinase IKK et utilise trois protéines IkB (IkBa, IkB et IkBe).
Plus précisément, la stimulation des cellules par des inducteurs de NF-kB résulte en la
phosphorylation de IkB-a au niveau de deux résidus sérine (Ser32 et Ser36). IkB-a
phosphorylé est alors ubiquitinylé sur deux lysines (Lys21 et Lys22), ce qui déclenche la
dégradation rapide de la protéine par le protéasome 26S. Le dimére NF-kB libéré dans cette
voie est plus souvent p50/p65.

Le mécanisme d’activation alternatif est quant a lui utilisé par un nombre restreint de stimuli,
notamment certains se fixant sur des récepteurs de la famille du TNF-R comme BAFF, la
lymphotoxine ou CD40. La voie alternative est activée via la kinase IKKa et utilise la
protéine p100 qui peut fonctionner comme une protéine 1kB.

NF-kB a toujours été considéré comme un régulateur clé de la réponse immunitaire innée.
Cependant, des études récentes ont montré que NF-kB pouvait fonctionner de maniére plus
générale comme un régulateur central de réponse aux stress lors de différentes conditions
stressantes telles que le stress physique, le stress oxydatif ainsi que I’exposition a certaines
substances chimiques. On constate que I’induction de NF-kB peut survenir dans de
nombreuses cellules, par un trés large ensemble d’agents stimulants. C’est pourquoi
récemment, de nombreux scientifiques ont émis I’hypothése que les stimuli capables d’activer
NF-kB le font en augmentant le stress oxydatif & I’intérieur de la cellule. Les scientifiques
sont parvenus a cette conclusion car ils constaterent que I’activation de NF-kB était inhibee
par une série d’antioxydants. Aussi, il fut observé que I’addition directe de H,O, dans le
milieu de culture des cellules provoquait I’activation de NF-kB au sein de ces cellules.
Finalement, il a été montré dans certains types cellulaires, qu’il y avait une augmentation de
ROS en réponse a des agents qui activent NF-kB (TNF, IL1,..). Toutes ces observations mises
ensemble suggérent que les ROS pourraient étre impliqués dans I’activation de NF-kB.
Cependant, ce modeéle n’est pas universel car ce lien entre I’activation de NF-kB et la
production de ROS ne fut observé que dans certaines lignées cellulaires.

Les études qui se sont focalisées sur I’activation de NF-kB par les oxydants ont généralement
utilisé du H,O, comme source de ROS. Il s’avere que I’activation de NF-kB par le H,O, et
par les ROS en général, est tres spécifique du type cellulaire et implique des mécanismes
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assez différents. C’est certainement la raison pour laquelle la régulation de NF-kB par les
ROS n’est pas encore totalement connue.

Les mécanismes menant a I’activation de NF-kB par les radicaux libres ont été bien décrits
dans deux types cellulaires : les cellules T et les cellules épithéliales (Figure 16).

Dans les cellules épithéliales, I’'H,O, active IKK via I’intermédiaire de PKD. Les ROS
activent PKD via deux voies médiées par Src. Tout d’abord, Src activée entraine la
phosphorylation médiée par Abl de PKD au niveau d’un résidu tyrosine 463. Cette
phosphorylation va faciliter une seconde étape qui consiste en une seconde phosphorylation
au niveau de deux résidus sérines (S738 et S742), médiée cette fois par PKCd. De cette fagon,
PKD est complétement activé et peut activer le complexe IKK au niveau de IKK . S’ensuit la
phosphorylation de 1kBa au niveau de deux résidus sérine. IkB est alors sujet a
I’ubiquitinylation et a la dégradation par le protéasome, permettant la libération de NF-kB.
Dans les cellules T, le mécanisme d’activation de NF-kB par H:O, semble relativement
différent. Des études menées sur les cellules T Jurkat concernant I’activation de NF-kB par
les ROS ont en effet mis en évidence un mécanisme d’activation différent de celui déclenché
par les cytokines proinflammatoires. Il implique la phosphorylation d’IkB au niveau d’un
résidu tyrosine 42. De nombreux scientifiques ont alors tenté de déterminer quelle était la
kinase responsable de cette phosphorylation. Takada et al. ont montré que Syk pouvait étre la
tyrosine kinase terminale responsable de la phosphorylation de IkB au niveau de la tyrosine
42 car cette kinase était requise pour la phosphorylation d’IkB induite par I’'H,O, et
I’activation de NF-kB.

Dans les cellules T autres que Jurkat, il fut observé que I’'H,O, induisait I’activation d’IKK
menant & la phosphorylation classique d’IkB au niveau de deux résidus sérines. La différence
qu’il existe entre ces cellules T et les cellules T Jurkat, c’est la présence d’une protéine Shipl.
Les cellules T Jurkat sont en effet déficientes en I’expression de la protéine Shipl. Il fut
cependant observé que des cellules T Jurkat Shipl positives utilisaient le mécanisme
d’activation classique dépendant de I’activation d’IKK et de la phosphorylation de IkB au
niveau de deux résidus sérines. Ces données suggerent que la voie inhabituelle d’activation de
NF-kB décrite dans les cellules T Jurkat soumises au stress oxydatif est seulement valable
dans ce type cellulaire et est une voie de secours adoptée par les cellules Shipl négatives.
NF-kB dans les autres cellules T est activé par le mécanisme classique dépendant d’IKK, et
cette activation est liée a Shipl. Cependant, le mécanisme par lequel Shipl active le complexe
IKK reste a étre déterminé.(Gloire, Legrand-Poels et al. 2006)

Il reste donc encore plusieurs questions non résolues concernant les mécanismes par lesquels
le stress oxydatif mene a [I’activation de NF-kB et aux réponses cellulaires. Une
compréhension plus compléte des ces mécanismes pourrait fournir un meilleur apercu des
réponses physiologiques et pathologiques qui sont affectées par un stress oxydatif généré par
des conditions présentes dans le vieillissement, I’inflammation, le cancer,...

Les genes cibles de NF-kB

NF-kB est activé par de nombreux stimuli. Une fois activé, NF-kB participe a la régulation de
I'expression de nombreux génes cibles dans différentes cellules.

Le facteur de transcription NF-kB augmente I’expression d’environ 150 génes cibles. NF-kB
se lie spécifiqguement a des sites kB présents dans le promoteur de ces nombreux génes. Ces
génes codent pour des cytokines proinflammatoires (TNFa, IL1,...), des chémokines, des
molécules d'adhérence et des peptides antimicrobiens (Zhang and Ghosh 2001).
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NF-kB présente une certaine dualité. Son activation peut parfois avoir des conségquences
bénéfiques mais peut également étre nuisible dans certaines circonstances. Cette dualité est
principalement remarquable dans la relation avec le cancer.

NF-kB joue en effet un role de régulation de I’expression de nombreuses cytokines. Les
cytokines et leur récepteur correspondant sont des médiateurs clé du systéeme immunitaire.
Les cytokines telles que TNF- et IFN-g qui sont produites par les cellules Thl par exemple,
peuvent mener & I’activation et a la maturation des macrophages et des lymphocytes T qui
sont spécialisés dans I’immunité cellulaire.

Cependant, de nombreuses cytokines qui sont régulées par NF-kB ont été montrées comme
étant des facteurs de croissance pour les cellules tumorales. De nombreux facteurs qui
régulent l'angiogenése ont également été montrés comme activés par NF-kB. Ceux-ci
regroupent des chémokines (IL-8, MCP-1) et des facteurs de croissance (TNF, VEGF)
produits par les cellules inflammatoires.

L'activation de NF-kB peut également médier la formation de métastases. En effet, la
formation de métastases est médiée par l'expression de différentes molécules d'adhérence
telles que ICAM-1, VCAM-1 et ELAM-1 dont I’expression est régulée par NF-kB.

NF-kB peut donc jouer un réle critique dans le développement et I’évolution du cancer.

L’activation de NF-kB est aussi étroitement liée a I’inhibition de I’apoptose, ce qui est
probablement di a la capacité de NF-kB de réguler I’expression de genes antiapoptotiques
tels que TRAF1, TRAF2, c-1AP1,.... Cependant, bien que de nombreuses études lient NF-kB
avec la prévention de I’apoptose, NF-kB est également renseigné comme ayant des fonctions
proapoptotiques en augmentant I’expression des protéines Fas et FasL1.

Des stress physiques sous la forme d’irradiations ainsi que des stress oxydatifs peuvent
également induire NF-kB. Dans ce contexte, une variété de génes de réponse au stress sont
activés par NF-kB. Au sein de ces genes, nous retrouvons la synthase de I’oxyde nitrique
inductible (iNOS) et la cyclooxygénase 2 (COX-2).

Les mécanismes par lesquels les produits de ces génes participent a la réponse des cellules
aux stress ne sont cependant pas encore bien connus.
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Objectifs

Les thérapies anti-angiogéniques constituent un nouveau type de traitements contre le cancer
qui visent a réduire l'agressivité tumorale en asphyxiant la tumeur. Elle empéche sa
prolifération et limite le risque de métastases puisque la dissémination des cellules
cancéreuses se fait principalement par voie sanguine. Cette nouvelle approche nécessite
cependant une bonne connaissance des mécanismes qui régissent le comportement des
cellules endothéliales. Une meilleure compréhension de ces mécanismes permettrait
d’améliorer les thérapies visant les vaisseaux sanguins.

Il a été démontré que I'exposition des cellules endothéliales a des cycles d'hypoxie-
réoxygénation rend non seulement les cellules résistantes aux stress proapoptotiques tels que
la radiothérapie, mais favorise également leur capacité a migrer et a s'organiser en tubes.
(Martinive, Defresne et al. 2006) L'hypoxie intermittente pourrait donc rendre les cellules
endothéliales plus angiogéniques et donc favoriser le développement tumoral.

Les mécanismes par lesquels I’hypoxie intermittente affecte le comportement des cellules
endothéliales ne sont cependant pas encore connus.

Le but de ce travail consiste donc a étudier les effets de I’hypoxie intermittente sur les cellules
endothéliales afin de mieux comprendre les mécanismes a la base de la protection observée
par Martinive et al et responsables du phénotype angiogénique de ces cellules.

Nous avons émis I’hypothése que différents facteurs de transcription pouvaient étre impliqués
dans ce phenomeéne. L’hypoxie intermittente étant constituée de phases d’hypoxie suivies de
réoxygénations, nous avons supposé que HIF-1 pouvait peut-étre permettre une adaptation des
cellules endothéliales lors des périodes d’hypoxie et jouer un rdle protecteur.

D’autre part, lors des périodes de réoxygénation, une production de radicaux libres pourrait
avoir lieu. Cette possibilité nous a fait penser que, lors de ces phases de réoxygénation, deux
autres facteurs de transcription, respectivement Nrf2 et NF-kB pouvaient étre activés.

Une premiere partie du mémoire a donc consisté en I’étude de I’activité de ces différents
facteurs de transcription. Pour ce faire, la localisation, la liaison & I’ADN ainsi que I’activité
transcriptionnelle de ces facteurs de transcription ont été étudiées. Nous avons aussi tenté de
mettre en évidence la production de ROS.

La deuxiéme partie visait a mettre en évidence des variations d’expression de genes induits
dans les cellules endothéliales par I’hypoxie intermittente, ceci dans le but de mettre en
évidence un éventuel phénotype angiogénique. Cela fut réalisé grace a I’utilisation de
microdamiers a ADN  «DualChip human inflammation » ainsi qu’a I’aide de cartes
microfluidiques. Une étude par RT PCR en temps réel a également été réalisee afin de
confirmer les résultats obtenus avec les microdamiers.

L’ensemble des résultats devrait donc nous apporter une vue globale de la réponse des
cellules endothéliales a I’hypoxie intermittente.
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Figure 1: Les facteurs de croissance vasculaires endothéliaux (VEGF) se lient a trois
récepteurs tyrosine kinase, menant a la formation de VEGFR homodimériques ou
hétérodimériques.(Olsson, Dimberg et al. 2006)
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Figure 2: Shéma représentant les sites de phosphorylation du VEGFR2 et les voies de
transduction du signal induites suite a la liaison du VEGF.(Olsson, Dimberg et al. 2006)
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Figure 3 : Angiogenése dans le développement du cancer.

L'hypoxie présente au sein de la tumeur entraine I’activation de I’angiogenése et permet a la
tumeur de recruter les vaisseaux sanguins et de les stimuler pour former de nouveaux
vaisseaux dans la tumeur. La vasculature tumorale fournit a la tumeur oxygéne et nutriments,
qui permettent alors une meilleure croissance de celle-ci.(Kalluri 2003)
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Figure 4: Schéma représentant les différences existant entre la structure des vaisseaux
normaux et la structure des vaisseaux tumoraux.(Brown and Giaccia 1998)
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Figure 5 : Diagramme représentant I’hypoxie chronique et I’hypoxie intermittente dans une
tumeur.(Brown 1990)
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Figure 6 : Structure de HIF-1a : Les nombres indiquent le premier et le dernier résidu amino
acides de chaque domaine. Les principaux domaines sont : un domaine basic-helix-loop-helix
(bHLH), un domaine d’homologie Per-AHR-ARNT-Sim (PAS), un domaine de dégradation

dépendant de I’'oxygene (ODD) et des domaines de transactivation (N-TAD et C-TAD).
(Zagorska and Dulak 2004)
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Figure 7 : Régulation de HIF-1 : En conditions de normoxie, des proline hydroxylases
hydroxylent Pro 402 et Pro 564 dans le domaine ODD. Aprés I’hydroxylation, une protéine
suppressive de tumeur (von Hippel Lindau) se lie au domaine ODD et recrute d’autres
protéines pour former un complexe E3 ubiquitine ligase. HIF-1a est des lors ubiquitinylé et
dégradé par le protéasome 26S. En conditions hypoxiques, les prolyl hydroxylases sont
inactives, ce qui empéche la liaison de pVHL. Dés lors, HIF-1a échappe a la dégradation, et
peut étre transporté dans le noyau ou, aprés dimérisation avec HIF-1 , il stimule la
transcription de ses génes cibles.(Zagorska and Dulak 2004)
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Figure 8 : En conditions hypoxiques, la sous-unité a de HIF-1 est stable et transloque dans le
noyau ou elle hétérodimérise avec la sous-unité . S’ensuit la liaison au promoteur de ses
genes cibles portant un élément de réponse a I’hypoxie (HRE). L’interaction avec des
cofacteurs initie I’induction ou la répression de genes impliqués dans I’angiogenese, la

glycolyse, I’érythropoieése, la respiration, la vasodilatation et I’apoptose.(Brahimi-Horn and
Pouyssegur 2006)
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Function Genes

Cell proliferation Cyclin G2, IGF2, IGF-BP1, IGF-BP-2, IGF-BP-3, WAF-1, TGF-a, TGF-p3

Cell survival ADM, EPO, IGF2, IGF-BP1, IGF-BP-2, IGF-BP-3, NOS2, TGF-w, VEGF

Apoplosis NIP3, NIX, RTPa01

Mafility ANFIGRI, c-MET, LRP1, TGF-u

Cytoskeletal structure KRT14, KRT16, KRT19, VIM

Cell adhesion MIC2

Erythropoiesis EPO

Angiogenesis EG-VEGF, ENG, LEP, LRP1, TGFf3, VEGF

Vascular tone tse-adrenergic receplor, ADM, ET1, Haem oxygenase-1, NOS2

Transcriptional regulation DECH, DEC2, ET3-1, NURT?

pH reguiation Carkonic anhydrase 9

Regulation of HIF-1 activity P35er

Epithefial homeostasis Intestinal irefoil factor

Crug resiztance MDR1

Nucleofide metabolism Adenylate kinase 3, Ecto-5-nuclectidase

Iron metabolism Ceruloplasmin, Transferrin, Transefertin recepior

Glucose metakolim HE1, HK2, AMFIGPI, ENO1, GLUT1, GAPDH, LDHA, PFKBF3, PFEL, PGK1, PEM, TPI,
ALDA, ALDC

Extraceliuiar-matrix melabolism CATHD, Collagen typs V (1), FN1, MMP2, PAI1, Prolyl-4-hydroxyiase « (1), UPAR

Energy metabolism LEP

Amino-Acid metakbolism Traneglutaminase 2

Figure 9 : Genes activés de maniere transcriptionnelle par HIF-1.
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Figure 10 : Schéma représentant les différentes voies menant a la génération de ROS et de
RNS.(Haddad 2004)
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Figure 11: Un faible stress oxydatif induit Nrf2, un facteur de transcription qui a pour génes
cibles des enzymes antioxydantes. Une quantité intermédiaire de ROS entraine l'activation du
facteur de transcription NF-kB impliqué dans les réponses inflammatoires. Une quantité
élevée de ROS induit une perturbation du pore de transition de perméabilité (pore PT) des
mitochondries et une interruption du transfert des électrons. Un stress oxydatif élevé méne
donc finalement a l'apoptose ou a la nécrose des cellules.

Megative Regulabion
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Figure 12: Strucutre de la protéine Nrf2

Nrf2 est constitué de 6 domaines conservés nommeés de Nehl & Neh6. Au niveau de son
extrémité C-terminale, la protéine présente un domaine leucine zipper qui est nécessaire pour
la dimérisation avec une petite protéine MAF. Keap 1 se lie a Nrf2 via le domaine Neh2. Les
domaines Neh4 et Neh5 lient CBP pour activer la transcription. (Itoh, Tong et al. 2004)
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Figure 13 : Schéma simplifié représentant la voie d’activation de Nrf2.(Zhang and Gordon
2004)
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Figure 14 : Schéma soutenant I’hypothese selon laquelle la libération de Nrf2 serait permise
grace a la modification par les oxydants de résidus cystéines de Keapl.(Wakabayashi,
Dinkova-Kostova et al. 2004)
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Figure 15 : Schéma représentant les deux voies d’activation différentes de NF-kB : la voie
classique et la voie alternative.(Xiao 2004)
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Figure 16: Mécanisme d'activation de NF-kB induit par le H,O, dans les cellules T et dans les
cellules épithéliales.
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Matériel et méthodes

1. La culture cellulaire

La lignée cellulaire avec laquelle nous avons travaillé tout au long de ce mémoire est une
lignée humaine appelée EAhy926. Cette lignée dérive de la fusion de cellules endothéliales de
veines de cordon ombilical (HUVEC) avec des cellules de carcinome pulmonaire humain
(A549) (Edgell, McDonald et al. 1983)

1.1. Matériel

PBS stérile (Biowhittacker, Belgique)
Trypsine-EDTA : solution de trypsine (0,59/1) et d’EDTA (0,29/1) (Gibco, UK)
Tube de 10 ml (Sterilin, UK)
Boites de culture de 75 cm? (T75) (Costar, Corning, USA)
Milieu de culture complet:
@ Milieu DHG-L1 (4,5 g/l de D-glucose et pas de NaHCOg) (Invitrogen)
@ 10% de sérum de veau feetal (Gibco)

wy W W W W

1.2. Méthode

Tout d'abord, le milieu de culture est décanté et les cellules sont rincées deux fois avec 5 ml
de PBS stérile. Une fois le PBS décanté, 1,5 ml de trypsine-EDTA est ajouté afin de détacher
les cellules, et la boite de culture T75 est placée a 37°C durant 4 minutes.

Ensuite, l'ajout de 5,5 ml de milieu de culture complet permet de stopper l'action de la
trypsine. La suspension cellulaire est alors récupérée dans un tube de 10 ml et centrifugée
pendant 7 minutes a 1000 rpm.

Une fois la centrifugation terminée, le surnageant est décanté et le culot est resuspendu dans
du milieu de culture complet. La suspension cellulaire est alors répartie soit dans de nouvelles
boites de culture T75 annotées, soit dans des boites 24 puits.

Un volume adéquat de milieu de culture complet est ajouté et les boites sont finalement
placées dans une étuve & 37°C (5% CO,, 95% air, 90% hygrométrie).

2. Incubation sous hypoxie

2.1. Matériel

§ Milieu CO; indépendant complet :
@ Milieu CO,- indépendant (Gibco, UK)
@ L-Glutamine (Sigma, USA) (36 mg pour 500 ml de milieu)

2.2 Méthode

Avant de placer les cellules dans un environnement hypoxique, le milieu de culture est
décanté et remplacé par du milieu CO,-indépendant complet : 1 ml/puits pour les plaques 24
puits et 10 ml par T75.

Les boites sont ensuite ouvertes et placées dans un incubateur ou I'atmosphere est composée
de 99% d'azote et 1% d'oxygéne. L'incubateur est placé a 37°C.
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Lors de P’incubation en hypoxie intermittente, les cellules, aprés avoir subi une heure
d'’hypoxie, sont réoxygénées pendant 30 minutes. Une fois la réoxygénation terminée, les
boites sont de nouveau incubées sous hypoxie pour une durée d’une heure. Ces cycles
d'hypoxie-réoxygénation sont répétés 4 ou 5 fois suivant I'expérience.

Pour une incubation en hypoxie chronique, I’incubation se fait de la méme maniere mais les
cellules restent sous hypoxie pendant la durée totale de I’incubation et ne subissent pas de
réoxygénation. Ces cellules sont laissées dans l'incubateur pendant toute la durée de
I’incubation, c'est-a-dire 6h ou 7h30 en fonction du nombre de cycles d'hypoxie intermittente
que nous réalisons.

Finalement, d'autres boites sont incubées dans les mémes conditions mais sont placées en
normoxie dans un environnement ou I'atmosphere est normale (20% O).

3. Test de viabilité

3.1. Principe

Ce test est realisé a I’aide de deux colorants : le bromure d’éthidium et I’acridine orange.
L’acridine orange permet de colorer les cellules vivantes en vert tandis que le bromure
d’éthidium est un agent intercalant qui marque I’acide nucléique. Il colore les cellules mortes
en orange. Lorsque les cellules sont vivantes, ce marqueur ne sait pas s’introduire dans les
cellules et atteindre leur noyau. Le comptage des cellules mortes et vivantes est réalisé sous
microscope a fluorescence.

3.2. Matériel
§ Bromure d’éthidium/ acridine orange
§ PBS (99 NaCl, 20 ml tampon phosphate 0,5M, eau distilée, pH 7,4 pour 1I)
8 Plaques 24 puits (Costar, Corning, USA)
§ Microscope a fluorescence

3.3. Méthode

Les cellules sont repiquées la veille a une densité de 50000 cellules/ puits. Le lendemain, le
milieu est décanté et les cellules sont rincées deux fois au PBS. Une goutte de bromure
d’éthidium/ acridine orange est déposée dans chaque puits. Finalement, les cellules sont
observées et comptées a I’aide du microscope a fluorescence.

4. Immunofluorescence

4.1. Principe

Le marquage en immunofluorescence est une technique utilisée pour visualiser I’abondance et
la localisation subcellulaire d'une protéine d'intérét.

L'immunofluorescence nécessite I'utilisation de deux types d'anticorps. Un anticorps primaire
dirigé contre la protéine d'intérét est tout d'abord utilisé. Ensuite, un anticorps secondaire est
introduit. Ce dernier est capable de reconnaitre l'anticorps primaire et est couplé a un
fluorochrome. Le fluorochrome possede la propriété d'absorber I'énergie lumineuse et de la
restituer rapidement sous forme de lumiére fluorescente, visualisable a I’aide d’un microscope
confocal.

4.2. Matériel
8 Plaques 24 puits (Costar, Corning, USA)
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Lamelles couvre-objets de 13mm de diamétre (Vel, Allemagne)
Lames porte-objets de 2,6 x 7,6 cm (Vel, Allemagne)
PBS : (pour 1 litre)
- 9 g NaCl (Merck, Allemagne)
- 20 ml de tampon phosphate 0,5M PH 7,4
- Porter au volume d'un litre avec de I'eau distillée
PBS + BSA : Dissoudre 2 g de BSA (Sigma, USA) dans 100ml de PBS
PBS + Triton X-100 1% (T-9284, Sigma,USA)
PBS + PFA 4% (Merck, Allemagne)
Anticorps primaires
Anticorps secondaires
Topro-3 (Molecular Probe, USA)
Mowiol (Sigma-Aldrich, Allemagne-UK) pour le montage des lamelles sur les lames
Microscope confocal (Leica, Allemagne)

w w W

w W W W W W W W

4.3. Méthode

Les cellules EAhy926 sont ensemencées a une densité de 35000 cellules par puits sur des
lames couvre-objets stérilisées a l'alcool et déposées dans chaque puits.

Le surlendemain, les cellules subissent 4 cycles d'hypoxie intermittente pendant une durée
totale de 6h ou sont incubées en hypoxie chronique ou en normoxie pendant 6h.

Une fois les incubations terminées, les puits sont décantés et les lames sont directement fixées
avec 300ul de PBS-PFA 4% pendant 10 minutes. Pour ce qui est des hypoxies intermittentes,
les cellules sont fixées apres chaque étape de la cinétique. Les cellules sont ensuite rincées
trois fois durant 5 minutes avec du PBS et placées toute la nuit a 4°C.

Le jour suivant, les cellules sont perméabilisées avec 500ul de PBS-Triton 1% et subissent
ensuite de nouveau trois ringages successifs au PBS-BSA 2%.

La chambre humide d'incubation est alors préparée en y déposant un papier Whatman
humidifié, recouvert d'un parafilm. Une goutte de 30ul d'anticorps primaire dilué dans du
PBS-BSA 2% est déposée sur le parafilm (Tableau 1). Chaque couvre-objet est alors récupéré
au fond des puits et retourné sur la goutte d'anticorps primaire pendant 2h & RT. Les lamelles
sont ensuite replacées dans les plaques 24 puits pour y subir 3 rin¢ages au PBS-BSA 2%.

Une fois les ringages terminés, les cellules sont mises en présence de I'anticorps secondaire
dilué dans du PBS-BSA durant 1h & température ambiante et a I'obscurité afin de préserver le
fluorochrome (Tableau 1).

Les cellules sont ensuite encore rincées 3 fois avec du PBS-BSA et une fois avec du PBS seul.
Finalement, un marquage des noyaux est effectué. Pour ce faire, 301l de TOPRO-3 dilué 80x
dans de la RNAse sont déposés sur le parafilm et les lamelles sont retournées sur cette goutte
pendant 30 minutes a l'abri de la lumiere.

Trois derniers rincages sont alors effectués dans du PBS avant que les lamelles ne soient
montées sur les lames porte-objets a l'aide de Mowiol préchauffé a 57°C. Les lames sont alors
conservées a 4°C et pourront par la suite étre observées au microscope confocal en gardant le
photomultiplicateur constant.

5. Western Blot

5.1. Principe
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Le Western Blot est une méthode permettant de détecter une protéine spécifique dans un
extrait cellulaire. Cette méthode permet ainsi de mettre en évidence des variations de
I'expression d'une protéine en fonction de différentes conditions testées.

Cette technique utilise I'électrophorése sur gel de polyacrylamide pour séparer les protéines
selon leur masse. L'électrophorése consiste en la migration de particules chargées placées
sous l'influence d'un champ électrique. Les protéines étant toutes chargées négativement, la
migration ne se fera donc qu'en fonction de la masse moléculaire de chaque protéine.

Une fois I'électrophorése terminée, les protéines sont transférées sur une membrane. La
protéine d'intérét est ensuite détectée grace a un anticorps primaire dirigé spécifiqguement
contre cette protéine.

Finalement, le dépdt d'un anticorps secondaire couplé a la peroxydase, capable de reconnaitre
le fragment Fc des anticorps primaires, permet la détection. La révélation se fait a l'aide de
luminol qui est un substrat de la peroxydase. Ce dernier est oxydé en présence de peroxydase,
ce qui produit de la lumiere qui est détectée grace a un film radiographique.

5.2. Matériel

Pour I’extraction par centrifugation différentielle
PBS (9g NaCl, 20ml Tampon phosphate 0,5M, eau distillée, pH 7,4 pour 11)
Saccharose 0,25M
Racloirs
Dounce avec piston B
Tubes de 15 ml tarés
Tubes rigides
Pour le dosage des protéines par la méthode de Bradford

8 Colorant Bio-Rad protein Assay 5x (Bio-Rad, USA)

8 Etalon BSA (Bovine Serum Albumin) (2ng/m)
Pour le Western Blot (Tableau 2)
Bleu de charge concentré 5x
Gel séparateur d’acrylamide
Gel concentrateur
Tampon d’électrophorése
Cuve d’électrophorese
Etalon de poids moléculaire Seeblue plus 2 (Invitrogen, USA)
Générateur (Bio-Rad Power PAC 300)
Papier Whatman (Merck, Allemagne)
Membrane PVDF (Amersham, UK)
Tampon de transfert
Appareil de transfert (Amersham Bioscience, USA)
Tampon de ringage
Anticorps primaires et secondaires
Agent bloguant (Poudre de lait dégraissé, CDK105, Amersham, UK)
Substrat de révélation ECL Advance Western Blotting Detection Kit (Amersham, USA)
Film radiographique ( Amersham, USA)
Solution de révélation (IIford 2000RT Imaging, USA)
Solution de fixation (lIford 2000RT Imaging, USA)

wn W W W W W
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5.3. Méthode

5.3.1. Extraction par centrifugation différentielle

Cette extraction a été réalisée afin d'obtenir des extraits nucléaires et des extraits cytosoliques
a partir des mémes cellules. 1l est nécessaire de signaler que l'entiereté de l'extraction a été
réalisée sur glace.

Une fois les différentes incubations terminées, le milieu de culture présent dans les boites T75
est décanté et les cellules sont rincées successivement trois fois avec 10ml de PBS puis deux
fois avec 10 ml de saccharose.

Le tapis cellulaire est ensuite raclé dans 800ul de saccharose et le lysat cellulaire récupéré est
transféré dans un dounce. La boite de culture fut ensuite rincée de nouveau avec 1,2 ml de
saccharose afin de récupérer le maximum de cellules et le lysat fut ajouté aux 800ul déja
présents dans le dounce.

Ensuite, 6 passages au dounce sont réalisés et le contenu du dounce est transferé dans un tube
taré de 15ml.

Ce tube subit alors une centrifugation a 4°C pendant 10 minutes a 1700 rpm. Une fois la
centrifugation terminée, le surnageant est récupéré en laissant environ 500ul au dessus du
culot et est transféré dans un nouveau tube taré rigide que I'on nomme PNS.

Le culot quant a lui est resuspendu dans 1 ml de saccharose et cette suspension est transférée
dans le dounce. Le tube de 15 ml est rincé avec du saccharose pour avoir un volume final de 2
ml dans le dounce. Six passages consécutifs avec le dounce sont effectués. Le contenu du
dounce est transféré dans un tube taré de 15 ml qui est ensuite centrifugé & 1500 rpm pendant
10 minutes. Le surnageant est ensuite récupéré en laissant 300ul au dessus du culot et est
ajouté au surnageant déja récupéré précédemment et transféré dans un tube rigide nommé
PNS. Le culot est homogénéisé et transféré dans un dounce pour y subir 6 passages
consécutifs. Le contenu du dounce est transféré dans un eppendorf et représente la fraction
nucléaire.

Le tube rigide nommeé PNS est quant a lui centrifugé a 35000 rpm, le temps de centrifugation
dépendant du volume présent dans le tube (temps référé dans une table).

Une fois la centrifugation terminée, le surnageant est récupéré. Ce surnageant représente la
fraction cytosolique.

Le culot correspond a la fraction MLP (Mitochondries, Lysosomes, Peroxysomes). Ce dernier
est resuspendu a l'aide d'une baguette en verre dans du saccharose et transféré dans un
eppendorf.

Tous les extraits furent finalement conservés a -70°C.

5.3.2. Dosage des protéines par la méthode de Bradford

Ce dosage permet de déterminer la quantité de protéines présente dans chacun des
échantillons afin de déterminer le volume & prélever dans chaque échantillon pour charger sur
le gel la méme quantité de protéines dans chaque puits.

Pour ce faire, 1ml de colorant Bradford dilué 5x et filtré est placé dans des tubes. A ce ml sont
ajoutés toutes les 30 secondes 15 m d’extraits protéiques. 5 minutes apres I’ajout de I’extrait,
une mesure de la densité optique est réalisée a une longueur d’onde de 595nm a I’aide du
spectrophotometre. L’appareil est mis a zéro avec de I’eau distillée et le dosage de chaque
échantillon est réalise en double.
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Certains contréles qui permettront de normaliser les valeurs doivent également étre réalisés. 11
s’agit du tampon de lyse qui servira de blanc pour les échantillons, de la BSA qui servira
d’étalon et d’eau distillée qui servira de blanc pour I’étalon.

Finalement, la concentration en protéines de chaque échantillon peut-étre calculée grace a la
formule suivante :

ny /m=_(moyenne DOé&chantillon - moyenne DOblanc échantillon)/( moyenne DOétalon - moyenne DOeau)x 5
Volume d’échantillon

5.3.3. Préparation des échantillons

Le volume maximum qui peut étre déposé dans les puits d’un grand gel est de 63 m. Un
volume d’échantillon correspondant a 10 ny de protéines est prélevé et déposé dans un
eppendorf. Y sont ajoutés 12,5 ml de bleu de charge qui sera ainsi au final dilué 5X. Ces
échantillons sont portés au volume final de 63 nl avec de I’eau distillée. Finalement, les
échantillons sont chauffés a 100 °C pendant 5 minutes afin de dénaturer les protéines. Ils sont
ensuite brievement centrifugés et chargés sur le gel.

5.3.4. Electrophorese

Au départ, le montage des plaques est réalisé a I’aide de spacers et de pinces. Une fois le
montage terminé, les gels peuvent étre coulés. Tout d’abord, le gel séparateur est coulé en
s’arrétant environ 1 cm en dessous du peigne. 1 ml d’isobutanol est alors déposé a la surface
du gel afin d’empécher la présence d’O; et de permettre la polymérisation du gel. Lorsque le
gel est polymérisé (environ 1h), I’isobutanol est rincé avec de I’eau et le surplus d’eau est
éliminé a I’aide d’un papier whatman. Le gel concentrateur est préparé et coulé. Le peigne est
placé entre les deux plaques. Il formera dans le gel les puits de chargement. Ensuite, lorsque
la polymérisation est finie, les pinces, le peigne et les spacers peuvent étre retirés. Le gel est
alors placé dans la cuve en prenant soin de mettre la petite plaque vers I’intérieur de la cuve.
Du running buffer est ajouté dans le compartiment supérieur ainsi que dans le compartiment
inférieur de la cuve. Il faut s’assurer a I’aide d’une petite seringue qu’il n’y a pas de bulles qui
pourraient géner le passage du courant. Les puits de chargement sont remplis avec du running
buffer. Les échantillons ainsi que I’étalon de poids moléculaire peuvent des lors étre chargés
dans les puits. La cuve est enfin branchée et réglée sur 35mA durant lheure. Lorsque les
bandes ont dépassé le gel concentrateur, la migration au sein du gel séparateur s’effectue a
45mA pendant 2h environ.

5.3.5. Transfert

Une membrane et deux papiers whatman de la méme taille que le gel sont découpés. La
membrane est ensuite réhydratée pendant 1 minute dans du méthanol, puis déposée pendant
10 minutes dans du blotting buffer. Pendant ce temps, le gel est démoulé, la partie supérieure
du gel correspondant au gel concentrateur est éliminée. La membrane est déposée sur le gel.
Ensuite, de part et d’autre sont déposés des papiers whatman humidifiés dans du blotting
buffer. Des éponges viennent finalement recouvrir les papiers whatman. Il faut s’assurer qu’il
n’y a pas de bulles d’air entre chaque couche du systeme sandwich (Figure 1).

Le systéeme sandwich est finalement placé dans I’appareil de transfert. Afin de permettre la
migration des protéines sur la membrane, un courant de 35mA est appliqué toute la nuit.
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5.3.6. Blocking et révélation

Une fois le transfert terminé, la membrane est bloquée dans du TBS-T contenant 2% de lait
Amersham pendant 1 heure. Ce traitement va permettre une meilleure spécificité de
I’anticorps car les protéines du lait vont occuper les sites de fixation aspécifique de
I’anticorps. S’ensuit une incubation de 2 heures de la membrane avec I’anticorps primaire
(tableau 3) dilué dans du TBS-T contenant du lait Amersham. La membrane est ensuite rincée
trois fois dans du TBS-T. Apres cela, I’anticorps secondaire dilué de nouveau dans du TBS-T
contenant du lait Amersham est ajouté et I’incubation dure 45 minutes. La membrane est
ensuite rincée 3 fois et finalement révélée. Pour ce faire, la membrane est recouverte avec 3
ml de solution ECL (Enhanced Chemo Luminescent) pendant 5 minutes. La révélation se fait
en chambre noire en déposant un film radiographique sur la membrane pendant une durée
dépendant de la protéine que I’on révele. Le film est ensuite déposé successivement dans une
solution de révélation, dans de I’eau puis dans une solution de fixation et enfin rincé
abondamment.

6. Les microdamiers a ADN

6.1. Principe

Le microdamier est un damier microscopique sur lequel sont fixées des séquences d’acides
nucléiques simple brin. Chaque séquence du damier est unique et spécifique d’un seul géne.
Les séquences génétiques a analyser, issues d’un échantillon biologique, sont marquées et
déposées sur le microdamier. Aprés I’hybridation et aprés des étapes de lavage, le damier est
scanné a l'aide d'un laser et une image informatique de celui-ci est obtenue.

Nous avons utilisé le microdamier "Dualchip human inflammation”. Ce damier est concu pour
réaliser des analyses d'expression de génes impliqués dans l'inflammation. Il contient des
sondes de capture pour 310 genes, spottées en triplicats.

Cette méthode nécessite différentes étapes. Tout d'abord, les cellules sont incubées dans
différentes conditions et I'ARN total est extrait de ces cellules. Ensuite, I'ARNmM est
rétrotranscrit en ADNc. Il s'agit d'une rétrotranscription un peu particuliéere qui inclut
I'incorporation de nucléotides biotinylés. Finalement, aprés avoir hybridé les ADNc sur le
microdamier et obtenu I'image informatique, les ADNc sont quantifiés.

6.2. Matériel

Pour I'extraction d'ARN total:
8 RNagents Total RNA Isolation System (Promega, USA)
§ Pheénol/chloroforme/lsoamyl alcool (Promega, USA)
8 Ethanol (Merck, Allemagne)
8 Nuclease free water (Promega, USA)

Pour la reverse transcription:
RNAsin Ribonuclease inhibitor
Ribonucléase H

RNase-free water (Promega, USA)
Oligo-dt (Gibco, UK)

Mix dNTP

w W W W W
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8 Internal Standard mix
8 Buffer RT 5x (Invitrogen, USA)
8 Superscript Il (Invitrogen, USA)

Pour I’hybridation :
8 Dualchip human inflammation (Eppendorf, EAT)

6.3. Méthode

6.3.1. Extraction d'ARN

Cette manipulation doit étre impérativement réalisée dans un environnement "RNAse free"
afin d'empécher toute dégradation de I'ARN. Pour ce faire, la paillasse ainsi que tout le
matériel utilisé doivent étre nettoyés au SDS 1%.

Suite aux différentes incubations, les boites de culture sont décantées sur glace a l'aide de la
pompe a vide et le tapis cellulaire est raclé dans 600 pl de tampon de dénaturation a 4°C. Le
lysat cellulaire est ensuite transféré dans un eppendorf et conservé toute la nuit a -70°C. Le
lendemain, 60 pl d'acétate de sodium 2M sont ajoutés, ce qui va permettre la précipitation des
protéines. Dans chaque eppendorf sont ensuite ajoutés 600 pl de chloroforme/Phénol/Isoamyl
alcool et les échantillons sont vortexés jusqu'a l'obtention d'une solution blanchatre et
homogeéne.

Les échantillons sont alors maintenus sur glace pendant 15 minutes puis centrifugés a 10000 g
a 4°C durant 15 minutes. Pendant ce temps, de nouveaux eppendorfs sont annotés.

Une fois la centrifugation terminée, la phase supérieure contenant I'ARN est récupérée et
transférée dans les nouveaux eppendorfs. Un volume d'isopropanol égal au volume de la
phase aqueuse récupérée est ajouté dans chaque eppendorf. Suite a cela, les échantillons sont
placés a -20°C pendant 45 minutes afin de permettre la précipitation de I'ARN puis
centrifugés a 4°C a 13000 g pendant 10 minutes. Le surnageant est alors décanté et le culot est
quant a lui resuspendu dans 1 ml d'éthanol 75%.

A lieu alors une nouvelle centrifugation a 13000 g durant 10 minutes. Le surnageant obtenu
est de nouveau décanté et le culot d'/ARN est seché a l'aide du speedvaquer. Finalement, le
culot est resuspendu dans 25 pl d'eau RNase free.

Afin de permettre un dosage au spectrophotomeétre, 2ul de cette solution sont prélevés et a
ceux-ci sont ajoutés 198l d'eau RNase free. L'absorbance est mesurée a 260 et a 280 nm.

6.3.2. Reverse transcription

Cette méthode permet de générer de I’ADN a partir d’ARN total grace a [I’utilisation
d’amorces poly-T.

2 ng d’ARN total porté a un volume final de 4,5 m avec de I’eau RNase free sont mélangés
avec 2 nl de strandard interne et 2 m d’amorce oligo-dT. Ce mélange est ensuite incubé 10
minutes a 70°C ce qui permet une dénaturation. Il est ensuite centrifugé légérement et placé 5
minutes sur glace pour empécher la renaturation. Durant ces 5 minutes, le mélange réactionnel
est préparé et 9 m de ce mélange sont ajoutés dans chaque eppendorf (Tableau 4). 1l s’ensuit
une incubation de 5 minutes a température ambiante. 1,5 m de superscript RI1 est alors ajouté
a chaque échantillon et ces derniers sont placés pendant 1h30 a 42°C. Cette étape est ensuite
répétée une deuxieme fois. Au terme de I’incubation a 42°C, les eppendorfs sont centrifugés
et incubés a 70°C pendant 15 minutes. Afin de dégrader I’ARN, 1 m de RNase H est ajouté.
Finalement, I’ADNCc est placé successivement a 37°C pendant 20 minutes puis a 95°C
pendant 3 minutes. Chaque eppendorf est alors centrifugé brievement et conservé a -20°C.
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6.3.3. Hybridation

L’ADN obtenu suite a la reverse transcription est ensuite hybridé sur les microdamiers en
suivant les étapes indiquées dans le manuel d’instruction Dualchip. Une fois I’ADN injecté
dans les microdamiers, les lames sont placées sur un Thermoblock a 60°C pendant 16h pour
permettre & la réaction d’hybridation de se faire. Le lendemain, les lames sont retirées du
Thermoblock et rincées deux fois pendant 2 minutes. Ensuite, I’adhésif est détaché et les
lames sont a nouveau rincées deux fois. Les lames sont ensuite retournées sur une goutte de
800 mi d’anticorps conjugue a la cyanine 3 et incubées durant 45 minutes. Au terme des 45
minutes, surviennent plusieurs ringages successifs. Les lames sont ensuite scannées a I’aide
d’un scanner laser confocal et les spots détectés sont quantifiés a I’aide du programme
Imagene.

7. RT PCR en temps réel

7.1. Principe

La PCR en temps réel est une PCR quantitative qui mesure la quantité d’ADNc dans un
échantillon, la quantit¢ d’ADNc étant directement proportionnelle a la quantité d’ARNm.
Cette technique est couramment utilisée pour quantifier l'expression d'un gene. Cette
technique peut donc étre employée pour comparer des échantillons soumis a différentes
conditions permettant ainsi d’évaluer les variations d'expression qui se produisent.

Cette technique est basée sur la quantification de I’émission de fluorescence par le SyBr
Green, un agent intercalant qui ne se lie qu'a I’ADN double-brin. La fluorescence émise
permet donc de mesurer la quantitité d’ADN double brin produite au cours de la réaction.

La quantification repose sur la notion de cycle seuil ou Ct. Le cycle threshold représente le
cycle PCR a partir duquel la fluorescence émise se distingue du bruit de fond. Plus le Ct est
faible, et plus il y avait de matériel au départ. Le Ct est donc inversément proportionnel a la
quantité d'’ADN de départ.

7.2. Matériel

Pour I’extraction d’ARN total (\Voir 5.2)

Pour la reverse transcription

RNAsin Ribonuclease inhibitor (Promega, USA)

Ribonucléase H (Gibco, UK)

RNase-free water (Promega, USA)

dNTP mix (Eurogentec, Belgique)

Superscript 11 (Invitrogen ,USA)

Buffer RT 5x (Invitrogen, USA)

Oligo-dT (Gibco, UK)

Pour la real-time PCR

RNase-free water (Promega, USA)

Amorces sens et anti-sens (Applied Biosystems, Pays-Bas) (Tableau 5)
Master mix Sybr Green PCR (Applied Biosystems, Pays-Bas)
96-well optical reaction plate (Applied Biosystems, Pays-Bas)
Optical Adhesive Covers (Applied Biosystems Pays-Bas)

7000 sequence detection system (Applied Biosystems, Pays-Bas)

w W W W W W W

w W W W W W

7.3. Méthode

7.3.1. Extraction d’ARN (voir point 6.3.1)
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7.3.2. Reverse transcription

Tout d’abord, 2 nml d’extraits d’ARN total sont dilués 10x dans de I’eau RNase free afin de
pouvoir prendre par la suite une quantité d’extrait suffisamment grande pour qu’il n’y ait pas
d’erreur de pipettage. De ces 20 ml est prélevé un volume correspondant a 2 ny d’ARN total
qui est placé dans un nouvel eppendorf. Y sont ajoutés 2 i d’oligo-dT ainsi que de I’eau
RNase free pour obtenir un volume total de 9,5 m. Les eppendorfs sont ensuite placés 10
minutes a 70°C puis 5 minutes sur glace. 9 m du mélange réactionnel sont alors ajoutés a
chaque échantillon suivi d’une incubation de 5 minutes a RT (Tableau 6). Il s’ensuit I’ajout de
1,5 m de Superscript RIl. Les eppendorfs sont alors incubés pendant 1h30 a 42°C pour
permettre une activité optimale de la Superscript. Afin de dénaturer la Superscript, une
incubation de 15 minutes a 70°C est réalisée.

Finalement, 1 nl de ribonucléase H qui dégrade I’ARN est ajouté a chaque eppendorf et ces
derniers sont placés a 37°C pendant 20 minutes. L’ ADNc obtenu est conservé a -20°C.

7.3.3. Real-Time PCR

Pour chacun des génes étudiés, un mix contenant 2,5 pl d'eau distillée, 5 pl d'amorce (1/3 de
I'amorce sens, 1/3 de l'amorce anti-sens et 1/3 d'eau distillée) et 12,5 ul de Sybr Green est
préparé. 20 ul de ce mix sont placés dans les puits d'une plaque 96 puits. A ces 20 ul sont
ajoutés 5 pl d'ADNc dilué 100x dans de l'eau RNAse free. Certains puits serviront de
contrles négatifs. Dans ces puits, 'ADN dilué sera remplacé par 5 pl d'eau distillée.

Une fois tous les puits remplis, la plaque est recouverte d'un film adhésif et centrifugée
pendant 1 minute a 1000 rpm.

La plaque est finalement placée dans l'appareil. Le programme PCR se déroule en plusieurs
étapes successives.

Une premiére étape de deux minutes a 50°C est suivie d'une dénaturation de 10 minutes a
95°C. Les 40 cycles d'amplification sont ensuite réalisés. La fluorescence associée a chaque
puits est mesurée tout au long de cette amplification.

Les valeurs obtenues pour chaque géne sont normalisées par rapport a la tubuline. Pour ce
faire, il faut soustraire de la moyenne des valeurs obtenues pour un méme géne et une méme
condition la moyenne des valeurs de la tubuline obtenues pour cette méme condition. Ensuite,
il faut normaliser ce delta Ct obtenu par rapport a la normoxie correspondante ce qui donne un
ddCt. Finalement, pour obtenir le fold d’induction, il faut linéariser la fonction logarithmique.
Pour ce faire, il faut calculer 29! (Tableau 7).

8. Mesure de l'activité de liaison a I’ADN de facteurs de
transcription (Trans-AM)

8.1. Principe

Cette méthode permet de quantifier la liaison d’un facteur de transcription d’intérét a sa
séquence consensus sur I’ADN. Pour ce faire, des plaques 96 puits sont coatées avec des
ADN trappeurs fixés au fond des puits. Ces trappeurs possédent la séquence consensus
reconnue par le facteur de transcription d’intérét. Le dépdt dans ces puits d’extraits protéiques
nucléaires permet la liaison du facteur de transcription a sa séquence consensus. Le facteur de
transcription lié a I’ADN est ensuite détecté grace a un anticorps primaire qui reconnait un
épitope du facteur de transcription et un anticorps secondaire couplé a une peroxydase.
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8.2. Matériel

Pour I’extraction nucléaire (Tableau 8)
Na,Mo0O, (Sigma, USA)

NaF (Merck, Allemagne)

PIC (Roche, Allemagne)

PIB (Roche, Allemagne)

HB1X

SA

RE

Tampon de lyse 0,5% NP-40

wy W W W W W W W

Pour le dosage (Tableau 9)

Plagues 96 puits coatées

Tampon de binding

Tampon de lyse

Pipette multichannel avec tips Biohit (Finlande)
Anticorps primaire

Anticorps secondaire

PBS50

Gloria

Tetra Methyl Benzide (Biosource, Belgique)
Solution Stop (Biosource, Belgique)
Spectrophotométre (Ultramark, microplate Imaging System,Biorad, Germany)

w W W W W W W W W W W

8.3. Méthode

8.3.1. Extraction nucléaire

Une fois les incubations cellulaires terminées, le milieu de culture est décanté et les cellules
sont rincées dans 10 ml de PBS auquel on a ajouté du NaF 5mM et du Na;MoO,4 1mM. Afin
de faire gonfler les cellules, 10 ml de HB 1x sont ajoutés et incubés sur glace pendant 3
minutes. Une fois ce temps écoulé, le tampon hypotonique est décanté et les cellules sont
raclées dans 5001 de tampon de lyse. Le lysat cellulaire est transféré dans un eppendorf et
centrifugé pendant 30 secondes a 13000 rpm. Aprés cette centrifugation, le surnageant est
décanté tandis que le culot contenant les noyaux est resuspendu dans 50m de RE complet,
puis dans 50 m de SA complet. Les eppendorfs sont ensuite placés sur une roue a 4°C afin
d’extraire les protéines nucléaires. Au terme des 30 minutes d’incubation, les échantillons
sont centrifugés a 4°C pendant 10 minutes a 13000 rpm. Finalement, le surnageant contenant
les protéines nucléaires est récupéré, aliquoté et conservé a -70°C. Un aliquot est utilisé pour
le dosage de protéines par la méthode de Bradford.

8.3.2. Dosage de l'activité de liaison du facteur de transcription a I’ADN

Tout d’abord, 40 ml de tampon de binding sont placés dans chaque puits. 20 m d’extraits
protéiques dilués dans du tampon de lyse de fagon a avoir 10 ng de protéines dans ces 20 ml y
sont ajoutés. Chaque condition est realisée en triplicats. Des contr6le négatifs sont également
réalisés en remplagant I’extrait protéique par du tampon de lyse. La plaque 96 puits est placée
durant une heure sous légere agitation afin de faciliter la liaison du facteur de transcription a
sa séquence consensus. Les puits sont ensuite rincés trois fois avec 200 nl de solution de
lavage. Apres cela, 100 m d’anticorps primaire dilué dans du PBS50 + gloria sont déposés
dans chaque puit. L’incubation dure 1 heure a température ambiante. Une fois I’incubation
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terminée, les puits sont de nouveau laves trois fois avec 200 m de solution de lavage avant de
déposer I’anticorps secondaire dilué. Aprés une heure d’incubation, les puits sont rincés 4 fois
avec de la solution de lavage. La révélation peut alors débuter. Pour ce faire, 100 nl de TMB
sont ajoutés dans chaque puits et la plaque 96 puits est placée a I’abri de la lumiére pendant
10 minutes. Une fois ce temps écoulé, 100 m de solution stop sont placés dans chaque puits
pour arréter la réaction. Le spectrophotométre permet finalement une mesure de la DO a 450
nm avec la référence a 655 nm.

9. Les cartes microfluidiques

9.1. Principe

Cette méthode permet d’étudier des variations d’expression de génes. Elle consiste en deux
étapes. Dans une premiére étape, I’ADNc est rétrotranscrit a partir d’ARNm. Dans une
seconde étape, des produits PCR sont synthétisés a partir des échantillons d’ADNCc en utilisant
le Tagman universal PCR master mix.

Ces cartes permettent de realiser des centaines de réactions de PCR en temps réel
simultanément. 1 a 8 échantillons peuvent étre analysés en paralléle. Ces cartes peuvent
détecter de 12 a 380 geénes.

9.2. Matériel

Pour reverse transcription
8 High Capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystem , USA)
8 RNase free Water (Promega, USA)
Pour cartes microfluidiques
8 Tagman low density custom arrays (Applied Biosystem, USA)
8 Tagman universal PCR master mix (Roche, USA)
8 RNase free water (Promega, USA)

9.3. Méthode

9.3.1. Extraction d’ARN total (voir point 5.3.1)

9.3.2. Réverse transcription

Tout d’abord, 2 m d’ARN total sont prélevés et dilués dans de I’eau RNase free de facon a
obtenir une concentration finale de 2ng/10m.

Ensuite un mélange contenant 2rm de RT Buffer 10x, 0,8 m de dNTP Mix 25x%, 2 nl de RT
Random Primer, 14 m de reverse transcriptase, 14 nmi d’inhibiteurs de RNase et 3,2 ni d’eau
RNAse free est préparé. 10 i de ce mélange sont ensuite placés dans un tube pour PCR.

10 m de I’ARN dilué y sont ajoutés. Les tubes sont ensuite centrifugés légerement et placés
dans le thermo cycler. Ce dernier réalise différentes étapes a différentes températures (tableau
10). Finalement I’ADNc obtenu est conservé a -20°C.

9.3.3. Cartes microfluidiques

Au départ, I’ADNCc doit étre dilué 10x. Pour ce faire, 5 ml d’ADNCc sont prélevés et 45
d’eau RNAse free y sont ajoutés. 10 m de cette dilution sont ensuite transférés dans un nouvel
eppendorf. 40 m d’eau RNAse free ainsi que 50 ml de Tagman PCR master mix sont ensuite
ajoutés dans cet eppendorf. Le mélange est vortexé doucement. L’échantillon est alors prét a

Create PDF with GO2PDF for free, if you wish to remove this line, click here to buy Virtual PDF Printer


http://www.go2pdf.com

Matériel et méthodes

étre déposé dans la carte (figure 2). 100n sont alors prélevés et injectés dans la carte en
placant le tips dans le pore de gauche. Chaque condition est realisée en double.

Une fois le remplissage de la carte terminé, celle-ci est centrifugée deux fois a 1200 rpm
pendant une minute. La plaque est ensuite scellée. Finalement, I’extrémité supérieure
contenant les puits de remplissage de la carte est découpée. La plaque peut alors étre insérée
dans I’appareil afin de débuter les réactions de PCR en temps réel.

10. Systemes rapporteurs

10.1. Principe

Le systeme rapporteur permet de déterminer I’activité d’un facteur de transcription d’intérét
en fonction de différentes conditions étudiées. Pour ce faire, I’expression d’un géne
rapporteur codant pour la luciférase Firefly est mesurée. Ce gene présente dans son promoteur
une séquence consensus reconnue par le facteur de transcription d’intérét. Si ce dernier est
activé, il se lie a cette séquence consensus et permet la transcription d’un gene codant pour la
luciférase.

La luciférase est une enzyme qui catalyse I’oxydation de la luciférine en oxyluciférine, en
présence d’ATP et de magnésium. La luciférine en s’oxydant, émet de la lumiere. Cette
lumiére est mesurée grace a un luminomeétre et est proportionnelle au taux de transcription du
géne codant pour la luciférase, et donc a I’activité du facteur de transcription étudié.

Le plasmide encodant le systeme rapporteur est cotransfecté avec un plasmide de
normalisation. Il s’agit d’un plasmide contenant le géne de la luciférase de Rénilla, une
luciférase qui utilise un substrat différent de la luciférase Firefly. Son expression est sous la
dépendance d’un promoteur constitutif. Il va permettre d’évaluer le rendement de la
transfection ainsi que de standardiser les valeurs obtenues en fonction de I’efficacité de la
transfection.

L’introduction de ces plasmides rapporteurs a I’intérieur des cellules est permise grace au
Superfect. Il s’agit d’un agent transfectant qui posséde une charge positive et la capacité de
déstabiliser les membranes. L’ADN étant chargé négativement, le Superfect va permettre la
formation de complexes ADN/ Agent transfectant et faciliter I’entrée de ce complexe dans la

cellule.
10.2. Matériel
§ Plasmide pRL (Rénilla luciférase)
8 Plasmide rapporteur (Tableau 11)
8§ OptiMEM
8 Superfect (Qiagen, USA)
§ PBS (99 NaCl, 20 ml tampon phosphate 0,5M, eau distillée, pH 7,4 pour 1I)
8 Milieu DHG-L1 (Invitrogen)
§ Milieu CO; indépendant complet
§ Dual luciférase assay (Promega,USA)

@ Passive Lysis Buffer

@ LAR

@ Solution Stop and Glo
§ Luminometre (Berthold)

10.3. Méthode

Les cellules sont repiquées la vieille dans des plaques 24 puits a une densité de 120000
cellules par puits. Le lendemain, la solution de transfection est préparée. Cette solution est
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constituée, pour chaque puits, de 60 m d’optiMEM auxquels est ajouté 1 ng d’ADN. Cet
ADN comprend 1/3 de plasmide Rénilla et 2/3 de plasmiderapporteur. Aprés 5 minutes, 0,6 m
de superfect est additionné. 15 minutes aprés I’ajout de superfect, 360 i d’optimem + 5,9%
de sérum est ajouté. Les cellules sont ensuite rincées une fois avec 1 ml de PBS. Chaque puits
est alors décanté et 420 ml de solution de transfection y sont déposes. Les cellules sont alors
incubées dans cette solution durant 3 heures. Au terme de ces 3 heures, les cellules sont
rincées avec 1 ml de DHG-L1 seul puis placées dans du DHG-L1 contenant 10% de sérum
jusqu’au jour suivant.

Les cellules sont par la suite incubées respectivement en hypoxie intermittente, en hypoxie
chronique ainsi qu’en normoxie.

Une fois les incubations terminées, la révélation de I’activité des deux luciférases peut étre
réalisée. Pour ce faire, les puits sont décantés et 100 ml de Passive Lysis Buffer sont déposés
dans chacun des puits, ce qui va permettre la lyse des cellules. Les plagues 24 puits sont
ensuite agitées a I’aide d’un vortex durant 15 minutes. Une fois ce temps écoulé, les cellules
sont splatchées et récupérées dans un eppendorf. S’ensuit une centrifugation de 3 minutes a
13000 rpm. Le surnageant est alors récupéré et conservé dans un nouvel eppendorf.

100 ml de LAR sont alors dispensés dans des cuvettes pour luminométre. 20 m de lysat
cellulaire sont alors ajoutés et une premiére mesure est réalisée a I’aide du luminometre. Une
fois la mesure affichée et notée, la cuvette est récupérée et 100 i de Stop and Glo y sont
déposés. Une deuxieme mesure peut finalement avoir lieu. Les résultats seront finalement
exprimés en tant que rapport de I’activité de la luciférase firefly sur I’activité de la luciférase
Rénilla.

11. Dosage des radicaux libres

11.1. Principe

Le niveau de ROS intracellulaires a été estimé en utilisant une sonde sensible aux oxydants
appelée H2DCF-DA. La cellule est perméable au H2DCF-DA qui est un précurseur non
fluorescent de la 2',7'-dichlorofluorescéine (DCF). Des estérases cellulaires clivent le HDCF-
DA au niveau de deux liaisons ester ce qui donne naissance a une molécule relativement
polaire qui reste a l'intérieur de la cellule. S'il y a production de ROS intracellulaires, ceux-ci
peuvent oxyder cette molécule en dichlorofluorescéine (DCF) qui fluoresce. Cette
fluorescence émise est alors détectée grace a un fluorimetre.

11.2. Matériel

Sonde DCF-DA (Invitrogen, USA)

PBS (9g NaCl, 20 ml tampon phosphate 0,5M, eau distillée, pH 7,4 pour 1I)
H,O, (Merck, Allemagne)

Plaques 24 puits (Costar, Corning, USA)

Fluorimetre (Fluoroscan Ascent)

wy W W W W

11.3. Méthode

Les cellules sont repiquées la veille dans des plaques 24 puits, a une densité de 120000
cellules par puits.

La sonde est ajoutée au début des incubations a une concentration de 5riM, au moment ou le
milieu de culture est remplacé par du milieu CO, indépendant complet. La sonde est diluée
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1000x dans le milieu CO; indépendant et 1 ml de ce mélange est déposé dans chacun des
puits.

Un contréle positif est également réalisé avec du H,0,. Celui-ci est dilué dans du milieu CO,
indépendant contenant déja la sonde pour obtenir une concentration finale de 0,5mM.

Les différentes boites sont alors incubées sous hypoxie et réoxygénation. Au terme de ces
incubations, les boites sont récupérées et les puits sont rincés avec un ml de PBS. Le PBS est
ensuite décanté et un ml de PBS est de nouveau ajouté. La fluorescence de chaque puits est
alors mesurée & une longueur d’onde d’excitation 485nm et une longueur d’onde d’émission
de 520nm. Chaque mesure est réalisée en triplicat.
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Résultats et discussion

Nous avons vu que I’approvisionnement en oxygene des tumeurs solides est souvent réduit
voir nul. De nombreuses études ont permis de postuler un réle de I’hypoxie comme source
majeure de radiorésistance des cellules tumorales. Par la suite, Martinive et al.(2007) ont
démontré que I’hypoxie et principalement I’hypoxie intermittente confére également aux
cellules endothéliales une résistance aux stress proapoptotiques. Elle leur confére également
un phénotype angiogénique. L’hypoxie intermittente nait suite a I’occlusion temporaire d’un
vaisseau sanguin provoquant I’interruption de I’approvisionnement en oxygéne des cellules
situées au-dela de cette obstruction. Cette anomalie est notamment due & des troubles de la
microcirculation. Lors de ce mémoire, nous avons étudié I’effet de I’hypoxie intermittente sur
les cellules endothéliales, I’objectif étant de découvrir les mécanismes qui pourraient étre
responsables de la protection constatée par Martinive et al. Pour ce faire, nous allons étudier
dans une premiére partie, trois facteurs de transcription nommés HIF1, NF-kB et Nrf2 dont
I’activité pourrait étre régulée par I’hypoxie intermittente. Dans la deuxiéme partie, nous
étudierons des variations d’expression de genes afin de déterminer si I’hypoxie intermittente
est susceptible de jouer un réle dans la néo-angiogenése.

Caractérisation du modele

1. Evaluation de la viabilité cellulaire des cellules

Avant de commencer a étudier I’activité des facteurs de transcription, nous avons voulu nous
assurer que I’hypoxie intermittente ou I’hypoxie chronique n’entrainait pas de la mort
cellulaire. Nous avons donc réalisé une expérience afin d’estimer la viabilité des cellules
ayant subi des incubations en normoxie, en hypoxie intermittente ou en hypoxie chronique.
Pour ce faire, les cellules EAhy926 ont été ensemencées dans des plaques 24 puits a une
densité de 50000 cellules par puits. Elles ont ensuite été placées en normoxie, en hypoxie
intermittente ou en hypoxie chronique durant 6h. Au terme des incubations, un mélange de
bromure d’éthidium et d’acrydine orange a été ajouté dans chaque puits. Un comptage des
cellules colorées en vert (vivantes) et des cellules colorées en rouge (mortes) a alors été
effectue afin de déterminer le pourcentage de mortalité.

Les résultats (figure 1) montrent que I’hypoxie intermittente ainsi que I’hypoxie chronique ne
provoquent pas d’augmentation de la mortalité cellulaire. 1l semblerait méme que suite a
I’hypoxie intermittente ou a I’hypoxie chronique, le nombre de cellules mortes soit moins
élevé que celui obtenu suite & une incubation en normoxie. Ce qui pourrait nous laisser penser
que I’hypoxie intermittente ainsi que I’hypoxie chronique pourraient conférer aux cellules une
meilleure viabilité, ce qui avait déja été observé par Martinive et al. (2007).
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2. Dosage des radicaux libres

Au cours de I’incubation en hypoxie intermittente, les cellules subissent des cycles successifs
d’hypoxie et de réoxygénation. Les phases de réoxygénation sont susceptibles de générer une
production plus importante de ROS qui pourraient avoir de nombreuses activités dans les
cellules. Nous avons donc voulu savoir si ¢’était effectivement le cas.

Nous avons tout d’abord décidé de réaliser une cinétique courte de deux cycles d’hypoxie
intermittente afin de déterminer s’il existait des variations de la production de radicaux libres
au cours de notre cinétique. Pour ce faire, les cellules ont été incubées en hypoxie
intermittente pendant 3 heures et un dosage des radicaux libres fut réalisé aprés chaque étape
(hypoxie et réoxygénation) du cycle. Une réoxygénation d’une heure a la fin de notre
cinétique a également été réalisée afin de déterminer si des périodes de réoxygénation plus
longues entrainaient une production plus élevée de ROS. Des incubations en normoxie
correspondant a chaque étape ont été effectuées en paralléle.

Le dosage des radicaux libre a pu étre réalisé grace a une sonde H,DCF-DA qui est sensible a
I’oxydation. Sous cette forme, elle peut pénétrer a I’intérieur de la cellule et est non
fluorescente. Une fois a I’intérieur de la cellule, la sonde est clivée au niveau d’une liaison
ester par des estérases, ce qui la rend relativement polaire et la maintient a I’intérieur de la
cellule. Finalement, s’il y a présence d’oxydants, la sonde est oxydée sous forme de DCF et
émet de la fluorescence. Une mesure de la fluorescence permet donc d’estimer le taux
intracellulaire de ROS.

Les cellules ont été incubées en présence de la sonde des le début de la cinétique. Cette sonde
est donc présente tout au long des incubations.

Les résultats obtenus (figure 2) montrent que la production de radicaux libres varie au cours
de notre cinétique. Il y a une augmentation de la quantité de ROS lors des phases de
réoxygénation et nous constatons que celle-ci est d’autant plus marquée que la réoxygénation
est longue : une heure par rapport a 30 minutes.

Nous avons recommencé I’expérience en réalisant I’entiéreté de la cinétique (4 cycles) afin de
confirmer ces résultats et d’évaluer les variations de production de ROS tout au long de
I’incubation en hypoxie intermittente.

Les cellules ont été incubées en hypoxie intermittente pendant 6h. Un dosage des radicaux
libres a de nouveau été effectué apres chaque étape de la cinétique. Les cellules ont également
été stimulées avec du H,O, pendant 15, 30 et 60 minutes utilis¢ comme contréle positif. Une
hypoxie chronique de 6h a aussi été réalisee. Les autres conditions sont identiques a celles
réalisées lors de la premiére expérience, a la différence que la cinétique est plus longue.

Nous constatons que les résultats (figure 3) sont semblables a ceux obtenus lors de la premiére
expérience. Nous remarquons toujours une augmentation des ROS lors des phases de
réoxygénation mais cette élévation semble moins marquée que la premiére fois et s’estompe
au fur et a mesure des cycles. La réoxygénation d’une heure a la fin de la cinétique ne montre
cependant ici pas d’augmentation dans la production des radicaux libres tel que c’était le cas
la premiére fois. Nous observons que le contrdle positif a bien fonctionné. Il présente une
augmentation du taux intracellulaire de ROS aprés 15 et 30 minutes. Par contre, aprés une
heure, la quantité de ROS chute, soit parce que la sonde est saturée et détruite, soit parce
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qu’elle est éliminée des cellules. Les cellules ayant subi une hypoxie chronique montrent
quant a elles une tres faible production de radicaux libres.

Ces dosages nous permettent de conclure qu’il y a une production de radicaux libre suite a la
réoxygénation et que cette production semble la plus importante apres la premiere phase
d’hypoxie et semble augmenter avec la durée de cette phase de réoxygénation.

1. Etude de trois facteurs de transcription : HIF1, Nrf2,
NF-kB

1.1. Etude de lI'abondance et de la localisation des facteurs de
transcription Nrf2, NF-kB et de la protéine HIF-1a par Western Blot

Nous avons suivi I’abondance et la localisation de ces différentes protéines par Western Blot
(figure 4). Pour ce faire, les cellules ont été incubées 6 h en hypoxie intermittente (4 cycles),
6h en hypoxie chronique et 6h en normoxie. Une extraction par centrifugation différentielle a
ensuite été réalisée afin d’obtenir des extraits cytoplasmiques et des extraits nucléaires. En ce
qui concerne I’hypoxie intermittente, les extractions ont été réalisées apreés la derniére hypoxie
et apreés la derniére réoxygénation.

L’objectif de I’extraction par centrifugation différentielle était de permettre de déterminer si la
localisation des protéines HIF-1a, Nrf2 et NF-kB était nucléaire ou cytoplasmique lors des
différentes conditions testées, et donc de peut-étre observer une translocation nucléaire.

En ce qui concerne la protéine HIF-1a, elle est connue dans la littérature comme étant
stabilisée et translogquée dans le noyau suite a I’hypoxie. En normoxie par contre, le temps de
demi-vie cellulaire de HIF-1a est d’environ 5 minutes et elle n’est pas détectable par western
blot. Les résultats obtenus par Western Blot sont en totale corrélation avec ces observations.
En effet, nous remarquons que suite & la normoxie de 6h, HIF-1a n’est présent ni dans la
fraction nucléaire, ni dans la fraction cytosolique. Cela se comprend aisément étant donné que
dans ces conditions, cette protéine est dégradée par le protéasome. Les résultats obtenus suite
a la réoxygénation sont identiques. Ces résultats sont facilement interprétables étant donné
que la phase de réoxygénation dure 30 minutes et le temps de demi-vie HIF-1a est de 5
minutes.

Par contre, suite & I’hypoxie intermittente et a I’hypoxie chronique, la protéine HIF-1a est
localisée dans le noyau, ce qui confirme que I’hypoxie induit la stabilisation et la translocation
nucléaire de HIF-1a.

Suite aux résultats obtenus gréce au dosage des radicaux libres qui montraient une production
de ROS lors des phases de réoxygénation, nous nous somme également intéressés a la
localisation de deux autres facteurs de transcription respectivement Nrf2 et NF-kB. Tel que
mentionné précédemment, ces derniers sont connus comme étant activés par la production de
radicaux libres et dans ce cas, ils migrent tous les deux dans le noyau. Nous espérions des lors
observer une translocation nucléaire de ces deux protéines lors de la réoxygénation.
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Les Western Blot de Nrf2 et NF-kB (p65) montrent que, quelle que soit la condition testée, la
localisation de la protéine est principalement cytoplasmique. Nous n’observons pas de
translocation nucléaire suite a la réoxygénation d’aucune de ces deux protéines.

1.2. Etude de la localisation subcellulaire de HIF-1a, Nrf2, NF-kB

Afin de confirmer les résultats obtenus dans I’expérience précédente, un marquage en
immunofluorescence a été réalisé afin de localiser ces différentes protéines in situ au sein des
cellules aprés les differentes incubations. Les cellules ont été incubées 6h en hypoxie
intermittente, en hypoxie chronique ou en normoxie. Les cellules sont ensuite fixées et
perméabilisées. Pour ce qui est de I’hypoxie intermittente, les cellules ont été fixées apres
chaque étape de la cinétique, c’est-a-dire apres chaque phase d’hypoxie et chaque phase de
réoxygénation.

La protéine d’intérét a été visualisée grace a un anticorps primaire spécifique de cette protéine
et a un anticorps secondaire couplé & un fluorochrome qui permet de marquer la protéine
d’intérét en vert. Nous avons également réalisé un marquage au TOPRO qui colore les noyaux
des cellules en bleu afin de mieux localiser la protéine d’intérét.

En ce qui concerne HIF-1a (figure 5), nous constatons qu’en normoxie, aucun marquage n’est
visible, ce que nous attendions étant donné que dans ces conditions, HIF-1a est dégradé par le
protéasome. Suite a I’hypoxie intermittente par contre, nous remarquons que lors des phases
d’hypoxie, la protéine est stabilisée. De plus, la localisation de la protéine est nucléaire et
I’intensité du marquage augmente au cours des cycles. Cependant, lors des phases de
réoxygénation, aucun marquage n’est visible, ce qui nous laisse penser que la protéine est
rapidement dégradée.

Une incubation des cellules de 6 heures en hypoxie chronique montre un marquage nucléaire
de la protéine et ce marquage parait plus prononcé que lors des phases d’hypoxie de I’hypoxie
intermittente. Ceci peut certainement s’expliquer par I’absence dans ces conditions des phases
de réoxygénation. Pour HIF-1a, les résultats obtenus grace a cette immunofluorescence
confirment les résultats observés suite au Western Blot.

Les observations du marquage du facteur de transcription Nrf2 (figure 6) semblent également
cohérentes avec les résultats obtenus par Western Blot. Nous constatons que, quelle que soit
la condition testée, le marquage est principalement cytoplasmique. Au cours des phases
d’hypoxie intermittente/réoxygénation, aucune translocation n’est perceptible. Le marquage
est cytoplasmique et I’abondance de la protéine semble diminuer au fur et & mesure des cycles
d’hypoxie intermittente, indiquant une diminution de I’abondance de Nrf2. On observe
cependant au cours de I'hypoxie intermittente un anneau périnucléaire qui n'est pas présent
lors de I'hypoxie chronique ni lors de la normoxie. Le mécanisme responsable de cette
relocalisation n’est pas connu.

Les images obtenues suite a I’incubation des cellules en hypoxie chronique sont semblables a
celles obtenues en normoxie mais la diminution de I’abondance de la protéine Nrf2 semble
plus prononcée que celle observée en hypoxie intermittente.

Enfin, I’'immunofluorescence de NF-kB (figure 7) montre un marquage cytoplasmique avec

une exclusion nucléaire bien marquée. Tout comme pour Nrf2, aucune translocation n’est
observable au cours des cycles d’hypoxie intermittente ni en hypoxie chronique. Un contrble
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positif a également été réalisé. Il s’agit d’une incubation en présence de TNFa connu pour
activer NF-kB. Ce contr6le positif a bien fonctionné puisque la localisation de NF-kB suite a
la stimulation au TNFa apparait nettement nucléaire.

En conclusion, I’ensemble des résultats obtenus jusqu’a présent indiquent que les phases
d’hypoxie pendant I’hypoxie intermittente conduisent a une nette stabilisation de HIF-1a. Par
contre, la protéine est rapidement dégradée pendant les réoxygénations. D’autre part, ni les
phases d’hypoxie, ni les phases de réoxygénation n’entrainent I’activation de Nrf2 ou NF-kB.

1.3. Etude de l'activité des facteurs de transcription HIF1, Nrf2 et
NFkB

Dans la suite du travail, nous avons voulu corréler I’abondance et la localisation subcellulaire
de ces trois facteurs de transcription avec leur activité. Dans un premier temps, nous avons
mesuré leur activité de liaison a I’ADN. Leur activité transcriptionnelle a été évaluée dans la
suite du travail.

1.3.1. Etude de I'activité de liaison a I’ADN de HIF-1a, Nrf2, et NF-kB

Afin d’étudier I’activité de liaison a I’ADN de ces facteur de transcription, les cellules ont été
incubées en hypoxie intermittente, en normoxie ou en hypoxie chronique durant 6h. Une
extraction nucléaire a ensuite été réalisée. En ce qui concerne les cellules incubées en hypoxie
intermittente, I’extraction nucléaire a été effectuée aprés chaque étape (hypoxie et
réoxygénation) du premier cycle ainsi qu’apres le quatrieme cycle.

Les protéines nucléaires furent ensuite déposées dans des puits coatés avec des molécules
d’ADN possédant la séquence consensus reconnue spécifiquement par le facteur de
transcription étudié. Lorsque le facteur de transcription est présent, il se lie sur cette séquence.
Cette liaison est visualisable gradce a un anticorps primaire dirigé contre le facteur de
transcription d’intérét, qui est lui-méme reconnu par un anticorps secondaire couplé a une
peroxydase. L’ajout du substrat de I’enzyme donne alors une mesure colorimétrique
permettant d’estimer la liaison a I’ADN du facteur de transcription étudié (figure 8).

Le facteur de transcription HIF-1 est connu pour étre activé en hypoxie, et pour se lier a
I’ADN et ainsi augmenter la transcription de nombreux génes impliqués dans I’adaptation et
la survie de la cellule au manque d’oxygene.

La liaison de HIF-1a est augmentée lors des phases d’hypoxie intermittente, que ce soit apres
le cycle 1 ou le cycle 4. Cette augmentation est également observée, de fagon plus marquée,
suite a I’hypoxie chronique mais pas pendant les phases de réoxygénation.

Ces reésultats concordent avec les résultats obtenus en immunofluorescence ainsi que par
western Blot et montrent une activation de HIF-1 dans ces conditions.

En ce qui concerne Nrf2, aucune variation de la liaison de ce facteur de transcription a sa
séquence consensus n’est observable dans aucune des différentes conditions étudiées.
Contrairement a I’hypothése de départ, il n’y a pas d’augmentation de la liaison a I’ADN lors
des phases de réoxygénation de I’hypoxie intermittente. Nous pouvons simplement signaler
une légére diminution de la liaison de Nrf2 a I’ADN lors du cycle 4 et apres 6h d’hypoxie
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chronique. Ceci coincide avec la diminution de I’abondance de Nrf2 observée au fur et a
mesure de la cinétique a I’aide du marquage en immunofluorescence.

La liaison de NF-kB a sa séquence consensus ne semble pas varier non plus lors des
différentes conditions si nous la comparons aux résultats obtenus en normoxie. Nous pouvons
uniquement noter une légere augmentation de la liaison de NF-kB a I’ADN suite a la
réoxygénation du cycle 1. Cette augmentation n’est cependant pas corrélée a une translocation
nucléaire de la sous-unité p65 (voir figure 7).

1.3.2. Etude de l'activité des facteurs de transcription HIF-1, Nrf2 et
NF-kB par systéme rapporteur

Suite a I’étude de la liaison de ces différents facteurs de transcription a leur séquence
consensus respective, nous avons étudié I’activité transcriptionnelle de ces facteurs. Pour cela,
nous avons utilisé un systeme rapporteur. Les cellules ont été transfectées avec un premier
plasmide contenant le géne codant pour la luciférase. Ce dernier est placé sous le contréle
d’un promoteur artificiel contenant des séquences consensus reconnues soit par HIF-1, soit
par Nrf2, soit par NF-kB. Un second plasmide (pRL) a également été introduit. 1l encode pour
la luciférase de Rénilla sous I’influence d’un promoteur fort et constitutif et servira donc a la
normalisation. Une fois la transfection effectuée, les cellules transfectées sont incubées en
normoxie, en hypoxie intermittente (5 cycles) ou en hypoxie chronique pendant 7h30.
L activité des deux luciférases est finalement mesurée en luminescence.

Nous constatons sur la figure 9 que I’activité transcriptionnelle de HIF-1 est augmentée que
ce soit en hypoxie intermittente ou en hypoxie chronique 7h30.

Une condition supplémentaire a également été ajoutée pour I’étude de [I’activité de
transcription de HIF-1. 1l s’agit d’une hypoxie chronique de 16 heures. Nous constatons que
dans cette condition, I’activité transcriptionnelle de HIF-1 est élevée et est 14 fois supérieure a
celle observée en normoxie.

Cette expérience nous permet donc a nouveau de confirmer les résultats obtenus
précédemment qui montrent que I’hypoxie intermittente active HIF-1.

L’étude de I’activité de Nrf2 par systeme rapporteur permet également de confirmer les
résultats obtenus précédemment. Nous constatons qu’il n’y a pas de variation de I’activité
transcriptionnelle de Nrf2 entre les différentes conditions expérimentales. Ni I’hypoxie
intermittente ni I’hypoxie chronique ne semble pas augmenter I’activité de transcription du
facteur de transcription Nrf2. Un contrdle positif a également été realisé. Il s’agit du TBHQ
connu pour entrainer I’activation de la transcription de Nrf2. Le TBHQ induit bien une
augmentation de I’activité de transcription de Nrf2, indiquant que ce systéme rapporteur est
bien capable de détecter une augmentation de I’activité de Nrf2.

En ce qui concerne NF-kB, il semblerait que I’hypoxie intermittente diminue son activité
transcriptionnelle en comparaison avec la normoxie. L’hypoxie chronique n’a, par contre, pas
d’effet. Le contrble positif en présence de TNFa a bien fonctionné puisqu’on constate une
augmentation de I’activité luciférase par rapport a la normoxie.

Ces résultats montrent a nouveau que I’hypoxie intermittente n’engendre pas d’activation de
Nrf2 et NF-kB.
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1.3.3. Etude de l'activité des facteurs de transcription par suivi de
I’expression de génes cibles

Comme nous le savons, I’expression d’un géne peut-étre régulée a différents niveaux. L’un
des processus majeurs de régulation est assuré par les facteurs de transcription qui se fixent au
niveau de séquences d’ADN conservées présentes dans le promoteur de leurs génes cibles.
Ces facteurs permettent I’ouverture de la double hélice d’ADN pour augmenter la
transcription de ces genes.

Nous avons donc décidé d’étudier I’expression de génes qui présentent dans leur promoteur
un site HRE, ARE ou kB afin d’estimer I’activité respective des facteurs de transcription HIF-
1, Nrf2 ou NF-kB dans les différentes conditions expérimentales. Pour ce faire, les cellules
ont été incubées en hypoxie intermittente (5 cycles), en hypoxie chronique ou en normoxie
pendant 7h30. L’ARN total a ensuite été extrait des cellules. Pour ce qui est de I’hypoxie
intermittente, I’extraction a été réalisée apres I’hypoxie et aprés la réoxygénation qui suit le
dernier cycle. Lors du dernier cycle, les cellules ont été réoxygénées 1 heure. L’ARNmM a
ensuite été rétrotranscrit en ADNc. La PCR en temps réel fut ensuite effectuée : elle permet
une amplification de I’ADNc grace a des amorces spécifiques de I’ARNmM d’intérét.
L’abondance de I’ADN produit est déterminée grace a la mesure d’un signal fluorescent émis
par un agent intercalant appelé le SYBR green. Les résultats obtenus furent normalisés par
rapport a I’a-tubuline.

Nous avons suivi I’expression de deux géenes cibles de HIF-1 (Aldolase et Glutl), de quatre
génes cibles de Nrf2 (HO-1, GSTP1, GCS et NQO1), et d’un géne cible de NF-kB (IL8).

Nous remarquons (figure 10) que I’expression de Glutl est augmentée en hypoxie
intermittente ainsi qu’en hypoxie chronique en comparaison avec la normoxie. L’étude du
géne de I’aldolase montre une augmentation de son expression en hypoxie chronique mais
aucune augmentation n’est visible suite a I’hypoxie intermittente. Une cinétique plus longue
d’hypoxie intermittente aurait peut-étre permis de visualiser une augmentation de son
expression.

L’expression de I’ensemble des genes cibles de Nrf2 (figure 11) est quant a elle réprimée en
hypoxie intermittente et en hypoxie chronique. Seuls les résultats obtenus pour le gene GCS
montre une augmentation de son expression en hypoxie intermittente et en réoxygénation.
Cela pourrait peut-étre s’expliquer par la présence dans le promoteur de ce géne, d’un site de
liaison pour un facteur de transcription autre que Nrf2 qui serait activé dans ces conditions.

Pour ce qui est du gene IL8 (figure 12), gene cible de NF-kB, nous remarquons que quelle
que soit la condition étudiée, son expression est diminuée d’environ deux fois par rapport a la
normoxie.

Conclusion

La premiére partie de ce mémoire avait pour but d’étudier I’effet de I’hypoxie intermittente et
de I’hypoxie chronique sur I’activité des facteurs de transcription HIF1, Nrf2 et NF-kB dans
les cellules EAhy926. A partir de ces premiers résultats obtenus, nous pouvons déja tirer
quelques conclusions.
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Nous constatons tout d’abord que I’hypoxie intermittente entraine la stabilisation de HIF-
la ainsi que sa translocation nucléaire et sa liaison a I'ADN. Elle provoque également une
augmentation de I’activité de HIF-1 et de I’expression de ses génes cibles.

L’hypoxie chronique a un effet similaire sur I’activité de HIF1 mais cet effet semble plus
prononcé, ce qui peut certainement s’expliquer par I’absence des phases réoxygénation dans
ces conditions, réoxygénations qui engendrent a chaque fois une dégradation de HIF-1a.

En ce qui concerne Nrf2, nous pouvons mentionner que I’hypoxie suivie d’une réoxygénation
n’entraine pas la translocation nucléaire de ce facteur de transcription. En avancant dans les
cycles d’hypoxie intermittente, nous remarquons une diminution de I’abondance de cette
protéine ainsi qu’une diminution de la liaison de Nrf2 a sa sequence consensus. Ni I’hypoxie
intermittente, ni I’hypoxie chronique ne semble modifier I’activité transcriptionnelle de ce
facteur mesurée a I’aide d’un systeme rapporteur, mais on observe cependant une légére
diminution de I’abondance de I’ARNm de certains genes cibles de Nrf2. L’hypoxie chronique
semble entrainer une diminution de I’abondance de Nrf2 plus marquée.

L’ensemble des résultats des expériences réalisées sur NF-kB suggére que les phases
d’hypoxie et réoxygénation n’entrainent pas sa translocation nucléaire. Les cycles d’hypoxie
intermittente sembleraient diminuer son activité et I’expression d’un de ces genes cibles,
I’IL8, contrairement a ce que I’on avait postulé au départ.
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2. Etude de [I'expression de genes impliqué dans
I’'inflammation et la néo-angiogenese

Les résultats décrits dans la premiére partie du travail montrent qu’au moins un facteur de
transcription voit son activité modifiée en hypoxie intermittente, il s’agit de HIF-1.

Par ailleurs, nous avions signalé précédemment que Martinive et al. (2007) avaient observé
que ces conditions d’hypoxie intermittente étaient capables d’induire un changement du
comportement des cellules endothéliales vers un phénotype angiogénique. Nous avons donc
voulu, dans la deuxieme partie de ce travail, étudier les changements de I’expression de génes
impliqués dans I’inflammation ou dans I’angiogenése induits lorsque les cellules endothéliales
sont incubées en hypoxie intermittente ou en hypoxie chronique. Nous avons étudié
I’inflammation parce que les phénotypes activés par I’inflammation et par I’angiogenese se
recoupent. Pour cela, nous avons utilisé deux méthodes : le microdamier « Dualchip human
inflammation » ainsi que des cartes microfluidiques. Le damier inflammation regroupe des
sondes de capture pour 310 génes qui sont des indicateurs des réactions inflammatoires. Les
résultats obtenus pour certains génes pour lesquels des variations d’expression ont été
observées a I’aide des microdamiers ont ensuite été vérifiés par PCR en temps réel. Nous
avons par la suite utilisé des cartes microfluidiques qui nous ont permis, quant a elles,
d’étudier des variations d’expression de genes plus spécifiques de I’angiogenese et qui
n’étaient pas détectables avec les microdamiers. Les résultats obtenus & I’aide des cartes
microfluidiques vont également permettre de confirmer certains résultats obtenus suite a
I’hybridation des échantillons sur la « Dualchip human inflammation ».

2.1. Etude de I'expression de genes impliqués dans I'inflammation
au moyen la Dualchip

Pour réaliser cette étude, les cellules ont été incubées 7h30 en hypoxie intermittente (5
cycles), en hypoxie chronique ou en normoxie dans du milieu CO; indépendant. Une fois les
incubations terminées, I’ARN total fut extrait et son intégrité vérifiée grace a I’Agilent. Pour
I’hypoxie intermittente, ’ARN a été extrait soit directement apres la derniére phase
d’hypoxie, soit apreés une heure de réoxygénation. L’ARN total est ensuite rétrotranscrit en
ADNCc et le produit de cette rétrotranscription est ensuite hybridé sur la « Dualchip
inflammation ». Aprés lavages et séchage, les signaux émis par la cyanine 3 sont finalement
détectés, quantifiés et analysés. Il est important de signaler que pour cette expérience, nous
avons réalisé de vrais triples d’incubation- extraction- hybridation. Pour chaque géne, les
valeurs obtenues ont été analysées pour chagque condition en comparaison avec la normoxie.

Ne seront prises en compte que les variations de genes qui sont quantitatives significative
c'est-a-dire les valeurs représentées en jaune ou qualitatives significatives c’est-a-dire
représentées en vert dans les tableaux.

L’hypoxie est connue pour diminuer de maniére générale la transcription et la traduction. On
constate en effet sur le tableau 1 que I’hypoxie chronique entraine une diminution de
I’expression d’une série de génes impliqués dans I'inflammation. Il s’agit des génes AMH,
BAGS3, CCL2, CDKN1A, EGR1, FOSL1, HBEGF, HIF1A, HRAS, IRF1, PGF, THBD,
TFRC.
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Cependant, notamment grace a I’activation du facteur HIF1, certains genes sont induits en
hypoxie afin de mettre en place une réponse adaptative des cellules. Le VEGF et I’aldolase
sont connus pour étre inductible en hypoxie et sont des génes cible de HIF1. Nous observons
une augmentation significative de leur expression en hypoxie chronique ce qui valide nos
résultats. D’autres génes s’averent également étre surexprimés suite a I’hypoxie chronique. Il
s’agit des genes MAP2K7, RUNX1 et FAS. Ces génes varient de maniere qualitative
significative ce qui signifie que I’on ne peut pas tenir compte des valeurs. Cela est di au fait
que ces genes ne sont pas suffisamment exprimés pour étre détectés en normoxie mais le sont
en hypoxie chronique, il y a donc surexpression mais un ratio ne peut étre calculé.

Nous remarquons que I’hypoxie intermittente (tableau 2) semble, quant a elle, aussi engendrer
une diminution de I’expression de genes et ce, de facon plus marquée que I’hypoxie
chronique. 16 génes détectables sur le microdamier voient en effet leur expression diminuer.
Parmi ceux-ci, nous retrouvons BAG3, CEBPB, CSF2, EPOR, FADD, FLT4, FOSLI,
ICAM3, ISGF3G, JUN, NRG1, PDGFB, TAP1, THBD, TNFRSF1A, TRAF2. On constate
que ces genes sont pour la plupart différents de ceux qui s’avéraient étre sous-exprimés suite a
I’hypoxie chronique. Ces diminutions d’expression semblent donc spécifiques a I’hypoxie
intermittente.

Par contre, sept génes voient leur expression augmenter dans ces conditions. Il s’agit des
génes BDNF, EPHB2, FGF2, F2R, IL15, IRF1, MAP2K7 et PLAA. En hypoxie chronique,
ces surexpressions n’étaient pas détectées. Elles sont donc caractéristiques de I’hypoxie
intermittente. Notons également que I’expression du géne IRF1 était sous-exprimee en
hypoxie chronique alors qu’en hypoxie intermittente, il voit son expression augmenter.

Enfin, la surexpression d’un géne qui est constatée suite a I’hypoxie intermittente était
également observée en hypoxie chonique. 1l s’agit de I’augmentation de I’expression du géne
RUNX1.

La plupart des effets observés suite a I’incubation des cellules a une heure de réoxygenation
sont similaires a ceux observés pour les cellules incubées en hypoxie intermittente. Les genes
BAG3, FOSL1, ICAM3, ISGF3G, JUN, NRG1, THBD, TNFRSF1A voient a nouveau leur
expression diminuer. Cependant, d’autres sous-expressions apparaissent. Les genes ATF2,
IRF3 et PGF sont réprimés suite a la réoxygénation. Cette tendance existait déja suite aux
phases d’hypoxie de I’hypoxie intermittente mais I’effet est plus marqué aprés la derniére
phase de réoxygénation de 1 heure (tableau 3).

Les génes BDNF, F2R, IL15, MAP2K7, PLAA et RUNX1 s’averent de nouveau étre
surexprimés tel qu’observé lors de [I’hypoxie intermittente. Cependant, certaines
augmentations ne sont plus détectables suite a la réoxygénation (IRF1) et d’autres
apparaissent alors que ce n’était pas probant en hypoxie intermittente. C’est notamment le cas
du VEGF dont I’expression apparait augmenter de maniére claire.

Le tableau 4 reprend les génes dont I’expression varie dans au moins une des conditions.

Une constatation que nous pouvons faire a partir de ce tableau 4, est que certaines variations
d’expression de génes sont communes aux conditions (BAG3, FOSL1, MAP2K7, RUNX1
THBD) tandis que d’autres variations d’expression sont spécifiques pour I’'une ou I’autre
condition.

Nous remarquons que FOSL1 et THBD sont réprimés quelle que soit la condition étudiée.
L’expression de MAP2K7 et RUNX1 augmente quant a elle quelle que soit la condition
expérimentale.
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Nous remarquons cependant que certaines surexpressions de genes sont propres a I’hypoxie
intermittente car on observe une augmentation de leur expression lors de la phase d’hypoxie
et de réoxygenation de I’hypoxie intermittente mais pas lors de I’hypoxie chronique. C’est
notamment le cas des génes F2R, BDNF, IL15, PLAA. Cependant, I’hypoxie intermittente
semble également liée a la répression de certains génes tels qui ICAM3, ISGF3G, JUN,
NRG1, TNFRSF1A dont I’expression diminue suite aux phases d’hypoxie ou de
réoxygénation de I’hypoxie intermittente mais dont I’expression ne change pas suite a
I’hypoxie chronique.

L’augmentation de I’expression du géne IFNARL ne s’observe que suite a la réoxygénation.
Enfin, des variations de génes semblent également propres a I’hypoxie chronique car on
n’observe une augmentation de leur expression uniquement lors de I’hypoxie chronique et pas
lors de I’hypoxie intermittente. C’est notamment le cas du géne FAS qui est surexprimé suite
a I’hypoxie chronique et n’était pas détecté dans les autres conditions expérimentales. Ce qui
signifie que dans les autres conditions, I’expression de ce gene est fortement diminuée. Ces
résultats suggerent que I’hypoxie chronique et I’hypoxie intermittente engendrent la
surrexpression de genes différents.

2.2. Vérification des variations d’expression de la THBD par real-
time PCR

Afin de confirmer les résultats obtenus a I’aide de la « Dualchip human inflammation », une
PCR en temps réel a été réalisée apres rétrotranscription pour quantifier I’ARNm d’un géne
pour lequel des variations d’expression ont été détectées dans les trois conditions a I’aide de la
dualchip. 1l s’agit du gene THBD, qui s’avérait &tre réprimé apres une incubation en hypoxie
intermittente, en hypoxie chronique ainsi que suite a la derniere phase de réoxygénation.

Pour ce faire, les cellules EAhy926 ont été incubées pendant 7h30 en normoxie, en hypoxie
intermittente ou en hypoxie chronique. L’ARN total a ensuite été extrait des cellules et
I’ARNmM a été rétrotranscrit en ADNc grace a une amorce polyT. Pour ce qui est de I’hypoxie
intermittente, I’extraction a été réalisée directement aprés I’hypoxie et suite a une
réoxygénation de 1 heure. La PCR en temps réel a ensuite été effectuée grace a des amorces
spécifiques de I’ARNm de THBD. Les résultats obtenus furent normalisés par rapport a
I’ARNmM de I’a-tubuline et sont représentés a la figure 12.

Les résultats obtenus par real time RT-PCR confirment les résultats obtenus grace au
microdamier. Nous remarquons que quelle que soit la condition étudiée, I’expression du gene
THBD est réprimée. Nous pouvons mentionner que la répression de ce gene semble
légérement plus importante en hypoxie chronique, ce qui de nouveau concorde avec les
résultats obtenus avec le microdamier. Les niveaux de répression quantifiés par real time PCR
semblent trés proches de ceux obtenus suite a I’analyse des microdamiers. 11 faut noter que les
house keeping genes utilisés pour la normalisation dans les deux méthodes sont différents : il
s’agit de la tubuline a pour la PCR en temps réel et pour les microdamiers, les deux house
keeping genes sont PPIE et TFRC.

Create PDF with GO2PDF for free, if you wish to remove this line, click here to buy Virtual PDF Printer


http://www.go2pdf.com

Résultats et discussion

2.3. Etude de I’expression de genes impligués dans I'angiogenése a
I’aide de cartes microfluidiques

Les résultats obtenus a I’aide des microdamiers suggérent que I’hypoxie intermittente n’induit
pas les mémes variations d’expression de genes que I’hypoxie chronique, ce qui est une
observation trés intéressante. Afin de compléter cette étude, nous avons utilisé des cartes
microfluidiques. Ces cartes permettent de réaliser des réactions de real time PCR pour 48
genes en parallele. Cette technologie Tagman Low-Density array permet donc de déterminer
le profil d’expression de plusieurs génes dans un méme échantillon d’ARN.

Pour ce faire, les cellules EAhy926 ont été incubées 7h30 en hypoxie intermittente, en
hypoxie chronique ou en normoxie. Au terme des incubations, I’ARN total fut extrait. Pour ce
qui est de I’hypoxie intermittente, ce dernier a été extrait aprés I’hypoxie et la réoxygénation
du dernier cycle. L’ARNmM a ensuite été rétrotranscrit en ADNc a I’aide de primers aléatoires.
Les échantillons sont ensuite injectés dans la carte microfluidique. Nous avons utilisé des
cartes microfluidiques contenant des primers permettant d’amplifier I’ADNc de 48 genes
impliquées dans I’inflammation et la néoangiogeneése.

L’ensemble des résultats est résumé dans le tableau 5. Certains génes qui n’étaient pas
détectes sur la dualchip human inflammation le deviennent grace aux cartes microfluidiques.
10 genes sur 42 détectables I’ont été a I’aide des microdamiers tandis que 27 sur 48 le furent a
I’aide des cartes microfluidiques. Ces derniéres sont en effet plus sensibles que les damiers
car il s’agit de réactions de PCR en temps réel (technique par amplification) qui permettent
une quantification de quantités plus faibles d’ARNmM grace a cette amplification.

La figure 13 reprend les résultats obtenus pour les ARNm détectés a I’aide des cartes. Pour les
génes qui étaient détectés grace aux microdamiers, on observe une bonne corrélation entre ces
résultats et ceux obtenus grace aux cartes microfluidiques. On remarque par exemple que
CCI2 est reprimé en hypoxie chronique et surexprimé en réoxygénation ce qui était également
détecte avec le microdamier. Cependant, le microdamier ne permettait pas de détecter ce géne
suite a I’hypoxie intermittente. Les cartes microfluidiques nous donnent donc une information
supplémentaire, on observe que suite a I’hypoxie intermittente, CCI2 est trés légérement
réprimé.

Gréce au microdamier, on observait également une augmentation de I’expression de F2R suite
a la réoxygénation et a I’hypoxie intermittente. Ceci est confirmé grace aux cartes
microfluidiques qui montrent une augmentation de I’expression de F2R dans ces deux
conditions.

De méme, les résultats précédents sur microdamiers et par real time RT PCR montraient que
I’expression de THBD était diminuée dans les trois conditions testées, ce qui est a nouveau
confirmé gréce aux résultats obtenus avec les cartes microfluidiques. En conclusion, nous
remarquons de maniere générale que les résultats obtenus pour les genes détectés a la fois
avec les cartes microfluidiques et les damiers sont assez semblables.

En ce qui concerne les genes qui n’avaient pas encore été détectés, nous remarquons
premierement que certains génes varient dans le méme sens dans les trois conditions
expérimentales. Certains voient leur expression augmenter quelle que soit la condition
expérimentale. C’est notamment le cas des génes FGF2, HTATIP, IRF3 et RPS9. D’autres
voient leur expression réprimée a la fois en hypoxie intermittente, en hypoxie chronique et en
réoxygénation. Il s’agit des genes CSF3, CXCL1, IL1A, IL1B, ILS8.
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Il semble cependant que les variations de certains genes soient spécifiques de I’hypoxie
intermittente, tandis que des variations d’autres genes sont spécifiques a I’hypoxie chronique.
En effet, I’expression de certains génes augmente lors des phases d’hypoxie et des phases de
réoxygénation de I’hypoxie intermittente mais diminue lors de I’hypoxie chronique et
inversément. Un exemple est celui du géne CSF1. Ce géne voit son expression augmenter lors
de la phase d’hypoxie et de réoxygénation de I’hypoxie intermittente. Par contre, suite a
I’hypoxie chronique, il est réprimé. La surexpression de ce géne semble donc propre a
I’hypoxie intermittente.

Les genes IL6, IRF2, PPARA sont quant & eux surexprimés en hypoxie chronique et leur
expression est diminuée en hypoxie intermittente. L’augmentation d’expression de ces genes
est donc caractéristique de I’hypoxie chronique.

GAPDH est quant a lui connu comme étant un gene cible de HIF1. On constate que son
expression est augmentée suite a I’hypoxie chronique, ce qui confirme les résultats obtenus
dans la premiére partie et représente un bon contréle positif de I’hypoxie chronique.

Enfin I’expression de certains genes ne semble pas varier quelle que soit la condition testée ou
varier trés peu. Parmi ces génes, nous trouvons ICAM1, TIMP1 et TIMP2. ICAM1 est un
géne cible de NF-kB.

En conclusion, I’ensemble de ces résultats met en évidence que I’hypoxie chronique et
I’hypoxie intermittente influencent de maniere différente I’expression des génes impliqués
dans I’inflammation et la néoangiogenese.
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Le phénomene d’hypoxie s’avére étre aujourd’hui tres important dans la compréhension des
mécanismes a la fois de vascularisation de la tumeur mais également de résistance des
tumeurs vis-a-vis des traitements de radiothérapies et de chimiothérapies. L’hypoxie tumorale
modifie en effet I’efficacité des thérapies anti-cancéreuses en inhibant I’apoptose et promeut
la progression tumorale.

L’hypoxie peut étre chronique et concerne principalement les cellules tumorales éloignées des
vaisseaux sanguins auxquelles I’oxygéne ne parvient plus.

Cependant, I’hypoxie tumorale peut aussi avoir lieu de maniére transitoire. Des irrégularités
de flux sanguin existent au sein des vaisseaux sanguins irriguant les tumeurs et sont en
corrélation avec des changements dans la pression en oxygene des tissus et cellules
environnantes. Ces fluctuations sont connues pour étre provoquées par des occlusions
transitoires et des rétrécissements des vaisseaux. L’architecture anormale du systéme
vasculaire tumoral est également impliquée. Ces instabilités du flux sanguin peuvent avoir des
conséquences dramatiques sur la distribution de I’oxygene aux tissus et cellules proches. Les
cellules sont ainsi exposées a des phases d’hypoxie suivies de phases de réoxygénation. Les
cellules endothéliales sont les premiéres concernées par cette hypoxie transitoire. Les cellules
endothéliales sont en effet les principales cellules impliquées dans la formation de nouveaux
capillaires au sein de la tumeur. En déclenchant une réponse adaptative a I’hypoxie, les
cellules endothéliales contribuent a I’établissement de réponses angiogéniques impliquées
dans la croissance tumorales. Les cellules endothéliales sont donc fortement impliquées dans
le développement tumoral et sont la cible de thérapies antiangiogéniques qui ont pour but de
d’asphyxier la tumeur en empéchant la formation de nouveaux vaisseaux.

Il s’avére de plus, que I’hypoxie et surtout I’hypoxie intermittente diminue la sensibilité des
cellules tumorales et endothéliales a la radiothérapie. L’hypoxie intermittente peut en effet
protéger les cellules endothéliales et tumorales contre la radiothérapie et les stress
proapoptotiques (Martinive, Defresne et al. 2006). Nous avons voulu au cours de ce travail
caracteriser la réponse propre de I’endothélium a I’hypoxie intermittente. Afin de caractériser
la réponse de I'endothélium dans ce contexte, nous avons étudié les effets d'une hypoxie
intermittente ou d’une hypoxie prolongée sur la viabilité et le comportement angiogénique des
cellules endothéliales EAhy926. Nous avons ainsi étudié I’influence de I’hypoxie prolongee et
de I’hypoxie intermittente sur la viabilité cellulaire, sur I’activité de facteurs de transcription
et sur I’expression d’une série de gene dont les produits sont impliqués dans I’inflammation et
I’angiogenése.

Au tout début de ce travail nous avons mesuré la mortalité cellulaire occasionnée par
I’hypoxie intermittente, I’hypoxie chronique ou observée dans les conditions de normoxie.
Nous avons constaté que la mortalité cellulaire était moins importante au sein des cellules qui
avaient subi des phases d’hypoxie intermittente ou été incubées en hypoxie chronique que
pour les cellules incubées en normoxie. Ces résultats confirment que I’hypoxie, qu’elle soit
chronique ou intermittente, rend les cellules endothéliales résistantes a la mort. Une hypothése
qui pourrait peut-étre expliquer ce phénomene est que I’hypoxie est capable de favoriser la
survie cellulaire et/ou d’inhiber I’apoptose en modulant I’expression de génes de survie. C’est
une des fonctions de la réponse adaptative initiée par le facteur HIF-1.

Nous avons donc poursuivi notre étude en caractérisant les effets des incubations en hypoxie

intermittente ou en hypoxie chronique sur I’activation de trois facteurs de transcription HIF1,
Nrf2 et NF-kB. Ces facteurs de transcription n’ont pas été choisis de maniere aléatoire. HIF1
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est connu pour étre un régulateur clé de I’hypoxie. 1l régule I’expression de plus de 70 genes
impliqués dans la réponse cellulaire adaptative a I’hypoxie.

L’environnement tumoral contient des zones en hypoxie chronique et des zones en hypoxie
transitoire. L’hypoxie intermittente comprend des phases d’hypoxie et des phases de
réoxygénation. La génération de ROS, est comme nous I’avons montré, caractéristique des
phases de réoxygénation. Nrf2 et NF-kB sont tous les deux connus pour étre activés par les
ROS mais par des niveaux différents. Tout comme HIF1, NF-kB stimule également la
production de protéines qui promeuvent la survie cellulaire, la dilatation des vaisseaux
sanguins et I’angiogenese. Nrf2 quant a lui contribue a la survie cellulaire face au stress
oxydatif en augmentant I’expression d’enzymes antioxydantes.

L activation de ces facteurs pourrait donc contribuer a la survie des cellules endothéliales au
cours de I’hypoxie intermittente, c’est pourquoi nous avons étudié leur activité.

Notre étude a montré que les phases d’hypoxie lors de I’hypoxie intermittente, ainsi que
I’hypoxie chronique, augmentent I’activité de HIF1. Cette augmentation est plus marquée en
hypoxie chronique qu’en hypoxie intermittente car chacune des phases de réoxygénation
entraine la dégradation de HIF1. L’ensemble des résultats montrent que I’hypoxie méme de
courte durée entraine la translocation de HIF1, sa liaison a I’ADN au niveau de site HRE et
une augmentation de son activité transcriptionnelle. Cet effet est d’autant plus prononceé au fur
et a mesure des cycles d’hypoxie intermittente.

Nous avons également constaté une augmentation de I’expression des génes cibles de HIF
suite & I’hypoxie et & I’hypoxie intermittente. Parmi les génes cibles de HIF1, nous retrouvons
des genes impliqués dans la viabilité cellulaire et dans I’angiogenese. Nous pouvons donc
conclure que I'activation de HIF1 lors des hypoxies prolongées ou des phases d’hypoxie des
hypoxies intermittentes peut contribuer a la survie des cellules endothéliales ainsi qu’a
I’angiogenése. Des molécules agissant sur I’activité transcriptionnelle de HIF1 pourraient
donc étre efficaces pour bloquer la vascularisation et la prolifération tumorale. HIF1 est donc
une cible intéressante pour les thérapies antiangiogéniques.

Ayant démontré une production de ROS lors de I’hypoxie intermittente, nous avons étudié
I’activité respective de Nrf2 et de NF-kB.

Ni I’hypoxie intermittente, ni I’hypoxie chronique ne permettent I’activation de Nrf2, ou sa
translocation nucléaire ou sa liaison a I’ADN. Il semblerait méme que des cycles d’hypoxie
intermittente répétés diminuent I’activité de Nrf2, sa liaison a I’ADN ainsi que I’expression de
ses genes cibles. Nrf2 ne participe donc pas a la détoxification des radicaux libres produits au
cours de notre cinétique d’hypoxie intermittente. Il ne s’agit donc pas d’un facteur qui
contribue a la survie cellulaire des cellules endothéliales lors de I’hypoxie intermittente. Ceci
est vrai dans le cas de notre modele expérimental mais reste a vérifier pour des
réoxygénations de plus longue durée. Des phases de réoxygénations plus longues
permettraient peut-étre d’activer Nrf2 en engendrant une production plus importante de ROS.
Nous avons, pour vérifier cela, réalisé un marquage en immunofluorescence de Nrf2 qui apreés
2h de réoxygénation sans toutefois observer de translocation nucléaire de Nrf2. Nrf2 est
pourtant connu pour étre activé par de faibles quantités de ROS, quantités détectées au moins
lors de la premiére phase de réoxygénation. Soit ces quantités restent insuffisantes, soit les
techniques que nous avons utilisées ne sont pas assez sensibles pour détecter une activation
faible de Nrf2.

Finalement, nous avons également montré que NF-kB n’était pas activé au cours de I’hypoxie
intermittente. Les cycles successifs d’hypoxie intermittente semblaient d’ailleurs plut6t
diminuer son activité ainsi que I’expression de ses génes cibles. Ce facteur ne s’avere donc
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pas non plus impliqué dans la survie des cellules endothéliales provoquée par I’hypoxie
intermittente. Pour ce facteur de transcription, la quantité de ROS produite lors de 30 minutes
de réoxygénation n’est peut-étre pas suffisante pour induire son activation. Il pourrait étre
intéressant de tester I’effet de réoxygénations plus longues sur son activité d’autant plus que
ce facteur est connu pour étre activé par des quantités intermédiaires de radicaux libres, plus
importantes que celles nécessaires a I’activation de Nrf2.

Dans la deuxiéme partie de ce travail, nous avons étudié des variations d’expression de génes
impliqués dans I’inflammation. Nous avons choisi de nous intéresser a I’inflammation parce
que les phénotypes activés dans les cellules endothéliales par I’inflammation et par
I’angiogenése se recoupent.

Une premiére observation intéressante est que I’hypoxie intermittente entraine une diminution
d’expression de genes impliqués dans I’apoptose. En effet, les résultats obtenus a I’aide des
microdamiers ont montré la sous-expression des génes FADD et TRAF2 suite aux phases
d’hypoxie de I’hypoxie intermittente. FADD est connu pour induire I’apoptose (Grimm,
Stanger et al. 1996) et TRAF pour médier I’activation de NF-kB et contréler la sensibilité des
cellules a I’apoptose. Le géne TNFRSF1 quant a lui code pour un récepteur au TNF qui est
capable d’initier des événements d’apoptose en interagissant avec d’autres protéines.

La diminution de I’expression de ces trois génes pourrait donc peut-étre se traduire par une
diminution de la sensibilité a I’apoptose et expliquer I’augmentation de survie cellulaire que
nous avons observée suite a I’hypoxie intermittente.

On constate egalement que I’hypoxie intermittente entraine la surexpression de plusieurs
genes impliqués dans I’'angiogenése. En effet, IL15 est une cytokine proinflammatoire capable
d’induire I’angiogenese et impliquée dans la survie cellulaire (Angiolillo, Kanegane et al.
1997). Les analyses par microdamiers ont montré que ce gene était surexprimé lors de phases
d’hypoxie et de réoxygénation de I’hypoxie intermittente.

Le BDNF peut quant & lui stimuler I’angiogenése non seulement en favorisant la croissance
des vaisseaux sanguins existants mais aussi en mobilisant et en attirant des cellules souches a
I’endroit nécessaire, ou elles vont implanter et murir (Wang, Hu et al. 2006). Ce gene voit son
expression augmenter uniquement lors de I’hypoxie intermittente et pas lors de I’hypoxie
chronique.

Tant les résultats obtenus grace aux microdamiers que ceux obtenus grace aux cartes
microfluidiques ont montré une augmentation de I’expression de F2R tant en hypoxie
intermittente que en hypoxie chronique. F2R est un récepteur de la thrombine. L’action
angiogénique de la thrombine a été montrée comme étant médiée par I’activation de ce
récepteur. L’activation de F2R, aussi appelé PAR-1, promeut la prolifération cellulaire, la
migration et la différenciation des cellules endothéliales menant a un effet pro-angiogénique
(Yin, Salah et al. 2003).

Par ailleurs, lors des phases de réoxygénation, on observe une surexpression du VEGF. Cette
surexpression est encore plus prononcée en hypoxie chronique. Le VEGF est le facteur
angiogénique le plus caractéristigue. Son expression est augmentée dans les cellules
manquant d’oxygene pour initier la croissance de nouveaux vaisseaux sanguins afin de
compenser le déficit en oxygene.

Un autre médiateur positif de I’angiogenése tres bien connu, est surexprimé suite a I’hypoxie
intermittente. 1l s’agit du bFGF également appelé FGF2. Ce facteur peut promouvoir
I’angiogenése par un effet direct sur les cellules endothéliales en favorisant la prolifération
des celles-ci et leur organisation en structures tubulaires. Le bFGF exerce également un
puissant effet mitogéne et chimiotactique pour les cellules endothéliales et pour les cellules
fibroblastiques et musculaires lisses des vaisseaux (Compagni, Wilgenbus et al. 2000).
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On constate également une augmentation de I’expression de EPHB2 en hypoxie intermittente.
Celui-ci est également connu pour avoir une action proangiogéne (Maekawa, Oike et al.
2003).

La thrombomoduline (THBD) est une glycoprotéine qui est exprimée de facon constitutive
par I’endothélium. Elle agit comme inhibiteur de la coagulation en formant un complexe avec
la thrombine, et I’inactive. La thrombine est connue dans la littérature pour stimuler
I’angiogenése tumorale (Nierodzik and Karpatkin 2006). La littérature mentionne également
un role antitumoral joué par les anticoagulants. La thrombomoduline aurait alors un effet anti-
angiogene et anti-tumoral. Cependant, on constate ici que quelle que soit la condition testée,
son expression est diminuée ce qui soulignerait donc une tendance pro-angiogene.

Il en va de méme pour le géne PPAR alpha. PPARa est connu comme étant un régulateur
négatif de I’inflammation (Kaipainen, Kieran et al. 2007). Une déficience en PPARa entraine
une augmentation de I’inflammation. Nous savons cependant que les cellules inflammatoires
activées favorisent I’angiogenése, la prolifération des cellules tumorales et les métastases par
la production de médiateurs angiogéniques, facteurs de croissance, chémokines et protéases.
On constate que suite a I’hypoxie intermittente, I’expression de PPARa diminue ce qui
suppose une augmentation de I’inflammation ce qui favorise I’angiogenése. On constate
également que les phases de réoxygénation de I’hypoxie intermittente entrainent la
surexpression du géne TNFRSF11A aussi appelé TRANCE. Ce dernier est connu pour induire
I’angiogenése via I’activation de Src et de la phospholipase C dans les cellules endothéliales
(Kim, Kim et al. 2002). Il est donc indirectement impliqué dans I’angiogenese.

Grace aux cartes microfluidiques, nous avons constaté que un autre géne, CSF1 était
surexprimé suite a I’hypoxie intermittente. 1l s’avere qu’il intervient dans la formation de
nouveaux vaisseaux sanguins. Le gene CSF1 également appelé M-CSF promeut la sécrétion
de VEGF par les monocytes et favorise ainsi I’angiogenese (Eubank, Galloway et al. 2003).

L’ensemble de ces résultats montrent que les génes qui sont surexprimés suite a I’hypoxie
intermittente favorisent tous la néoangiogenése. L’hypoxie intermittente augmente
I’expression de genes proangiogéniques et diminue I’expression de genes proapoptotiques.
Cela nous conforte a penser que suite a I’hypoxie intermittente, les cellules endothéliales
acquiérent un phénotype angiogénique. L hypoxie intermittente parait également favoriser la
survie des cellules endothéliales.

Il faut cependant noter que certains génes qui pourraient favoriser I’angiogenese voient leur
expression diminuer suite aux cycles d’hypoxie intermittente. C’est notamment le cas des
génes CSF2, CFS3, EPOR, FLT4, ICAMS3, IL8, JUN, NRGL1, et PDGF . ICAM3 est une
molécule d’adhérence qui pourrait jouer un role dans les premieres étapes de la formation de
nouveaux vaisseaux sanguins. EPOR promeut la survie des cellules endothéliales et promeut
I’angiogenése en recrutant des progéniteurs des cellules endothéliales (Kertesz, Wu et al.
2004). Pour ce qui est du gene JUN, certaines études ont suggéré un lien entre I’activation de
ce géne et I’angiogenese tumorale. Une activité angiogénique devrait en effet étre ajoutée a la
liste de fonctions de JUN (Folkman 2004). Il est également mentionné dans la littérature que
NRG1 est capable d’activer les ErbB dans les cellules endothéliales et d’induire ainsi
I’angiogenése. Le géne FLT4 code quant a lui pour un récepteur tyrosine Kinase qui régule
I’angiogenése et la vasculogenése en réponse a la liaison des ligands de la famille du VEGF :
VEGF-C et VEGF-D.

PDGF est également impliqué dans I’angiogenése. Une déficience en PDGF peut conduire
a la formation de vaisseaux immatures et anormaux (Chantrain, Henriet et al. 2006).
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L’ensemble de ces génes s’averent étre réprimés suite a I’incubation en hypoxie intermittente
ce qui souligne que via la régulation de I’expression de ces génes, I’hypoxie intermittente
aurait un effet anti-angiogénique.

Comme je I’ai mentionné dans I’introduction, I’angiogenese est contr6lée par une balance
d’inhibiteurs et d’activateurs, produits par les cellules normales ou tumorales. Le basculement
vers le phénotype angiogénique implique le basculement de cet équilibre en faveur des
facteurs pro-angiogéniques (figure 14). On constate de maniere générale suite a I’ensemble
des résultats obtenus dans cette deuxiéme partie, que I’hypoxie intermittente tend a faire
pencher la balance en faveur des facteurs pro-angiogéniques méme si I’expression de certains
génes proangiogéniques est diminuée dans ces conditions. Les cellules endothéliales vont dés
lors acquérir un phénotype angiogénique qui se caractérise par une augmentation de la
prolifération et de la migration. On a constaté que I’hypoxie intermittente permet de faire
pencher la balance de deux maniéres: soit en inhibant I’expression de certains facteurs
antiangiogéniques (THBD), soit en augmentant I’expression de facteurs proangiogéniques
(bFGF). On constate sur les tableaux 6 et 7 que I’hypoxie intermittente, qui comprend des
phases d’hypoxie et de réoxygénation augmente I’expression des deux régulateurs clé les
mieux connus de I’angiogenese : le VEGF et le bFGF. L’augmentation de I’expression de 5
autres génes (BDNF, EPHB2, F2R, IL15, TNFRSF11A) ainsi que la diminution d’expression
de deux inhibiteurs de I’angiogenese renforce cet effet proangiogéne. Cependant, nous
constatons que la répression suite a I’hypoxie intermittente (hypoxie et réoxygénation) d’une
série de genes tend a défavoriser la croissance des vaisseaux sanguins au sein de la tumeur. 11
est donc difficile & ce stade de deviner de quel coté la balance penchera suite a I’hypoxie
intermittente.

Parallelement a cela, nous avons également réalisé une étude de I’expression de genes dans
des cellules soumises a des incubations en hypoxie chronique afin de comparer les effets de
I’hypoxie intermittente et de I’hypoxie chronique, bien que les cellules endothéliales ne sont
généralement pas touchées in vivo dans la tumeur par I’hypoxie chronique. Nous remarquons
que I’hypoxie chronique entraine des variations d’expression de genes différentes de celles
observées suite a I’hypoxie intermittente. Une constatation importante est que le VEGF est
plus fortement surexprimé suite a I’hypoxie chronique que suite & I’hypoxie intermittente.
Certains génes varient de la méme facon lors de I’hypoxie intermittente et de I’hypoxie
chronique. C’est notamment le cas des génes THBD, RUNX1, FOSL1. Les variations
observées pour RUNX1, THBD et le VEGF favorisent I’angiogenese. Par contre, la plupart
des génes qui s’avéraient étre surexprimées suite a I’hypoxie intermittente et proangiogenes,
n’apparaissent pas suite a I’hypoxie chronique. Cependant, des augmentations d’expression
d’autres genes impliqués dans I’angiogenése apparaissent. Le gene IL6 notamment s’avere
étre surexprimé suite a I’hypoxie chronique et est impliqué indirectement dans I’angiogenese.
IL6 est en effet capable d’induire I’expression du VEGF. Des répressions de génes qui
n’apparaissaient pas suite a I’hypoxie intermittente sont également observables. C’est vrai
pour le gene CCL2 qui est réprimé en hypoxie chronique. Ce géne également appelé MCP-1
est connu pour induire I’angiogenése notamment en augmentant I’expression du géne
HIFla (Hong, Ryu et al. 2005).

D’autres geénes voient leur expression réprimée suite a I’hypoxie chronique : IL1a, IL1 ,
HBEGF, PGF. Ces genes sont tous les quatre capables d’induire I’angiogenése. Cependant, il
s’avere que leur expression est réprimée suite a I’hypoxie chronique.

En ce qui concerne I’hypoxie chronique, on remarque donc (tableaux 6 et 7) que
I’augmentation prononcée de I’expression du VEGF ainsi que la surexpression de IL6 et F2R
entrainent la prolifération et la migration des cellules endothéliales. On constate cependant
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que les facteurs proangiogéniques surexprimés sont moins nombreux que suite a I’incubation
en hypoxie intermittente.De plus, les facteurs qui jouent en la défaveur de I’angiogenése de
par leur diminution sont assez nombreux.

Tous ces resultats nous laissent penser que I’hypoxie chronique favoriserait peut-étre
I’angiogenése mais de maniere moins prononcée que I’hypoxie intermittente.

De maniere intéressante parmi les genes dont on retrouve des variations d’expression, on
retrouve trois genes encodant des facteurs de transcription. Il s’agit de PPARa, IRF2 et
RUNX1.

PPARa voit son expression diminuer en hypoxie intermittente. La littérature rapporte que
PPARa a un effet anti inflammatoire en réprimant I’expression d’une série de genes
proinflammatoires (Kaipainen, Kieran et al. 2007). Puisque I’hypoxie intermittente diminue
son expression, cette répression pourrait étre levée et I’expression des génes augmentée. Ceci
reste a étre vérifié expérimentalement dans notre modeéle.

IRF2 est quant a lui induit en hypoxie chronique. Il est impliqué dans la régulation de
I’expression de certains genes inflammatoires comme CCL2 (Buttmann, Berberich-Siebelt et
al. 2007) et VCAML (Jesse, LaChance et al. 1998) mais également dans I’expression de genes
qui favorisent la prolifération cellulaire (Masumi, Yamakawa et al. 2003).

RUNX1 est un facteur de transcription impliqué dans la différenciation des cellules
hématopoiétiques en hémangioblastes (Lacaud, Gore et al. 2002). Il est impliqué dans la
vasculogenése (Baron 2001) mais également dans I’angiogenése (lwatsuki, Tanaka et al.
2005) au cours du développement. Cependant, il n’a jamais été décrit comme étant impliqué
dans I’angiogenese tumorale mais les résultats obtenus au cours de ce travail semblent le
suggeérer. C’est un résultat intéressant qui nécessite d’étre approfondi.

L’ensemble de ces résultats suggére que les variations d’expression de ces trois facteurs de
transcription pourraient favoriser un phénotype angiogénique des cellules endothéliales. Des
expériences supplémentaires doivent cependant étre réalisées afin de vérifier si ces variations
d’expression se répercutent sur leur activité et d’investiguer les effets que ces variations
entrainent sur le phénotype des cellules endothéliales.

En conclusion, nous avons montré dans ce travail que I’hypoxie intermittente joue un réle
différent de I’hypoxie chronique. Elle favorise la survie des cellules endothéliales et semble
entrainer un changement phénotypique de celles-ci vers un phénotype angiogénique comme
observé par Martinive et al (2007). Les variations d’expression génique observées dans ce
travail peuvent expliquer ce changement.
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Figure 1: Effet de I’hypoxie intermittente, de I’hypoxie chronique et de la normoxie sur la
viabilité cellulaire. Ensemencées a une densité de 50000 cellules par puits, les cellules
EAhy926 ont été incubées 6h en hypoxie intermittente (HI) ou en hypoxie chronique (HC) ou
en normoxie dans du milieu CO, indépendant. Apres marquage au bromure
d’éthidium/acridine orange, les cellules colorées en vert ou en rouge ont été dénombreées. Les
résultats sont exprimés en pourcentage de mortalité en tant que moyennes + 1 écart-type
(n=3).
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Figure 2 : Dosage des radicaux libres produits au cours de deux cycles d’hypoxie intermittente. Les
cellules EAhy926 ont été ensemencées a une densité de 50000 cellules par puits et incubées au début
de la cinétique avec la sonde H,DCF-DA diluée dans du milieu CO, indépendant. Les cellules ont
ensuite subi un ou deux cycles d’hypoxie intermittente ou de normoxie et une mesure de la
fluorescence a été effectuée aprés chaque étape de la cinetique. Les résultats sont exprimés en
moyennes + un écart-type (n=3). N1 : Normoxie 1h (cycle 1) ; Hil : Hypoxie intermittente 1h (cycle
1) ; R1 : réoxygénation 30 minutes (cycle 1) ; N2 : Normoxie 1h30 ; Hi2 : Hypoxie intermittente 1h
(cycle 2) ; N3 : Normoxie 2h30 ; R2 : Réoxygénation 30 minutes (cycle 2) ; N4 : Normoxie 3h ; R3:
réoxygénation 1h (cycle 2) ; NR3 : Normoxie 3h30.
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Figure 3 : Dosage des radicaux libres produits au cours de 4 cycles d’hypoxie intermittente ainsi qu’en
hypoxie chronique. Les cellules EAhy926 ont été ensemencées a une densité de 50000 cellules par
puits et incubées au début de la cinétique avec la sonde H,DCF-DA diluée dans du milieu CO,
indépendant. Les cellules ont ensuite subi quatre cycles d’hypoxie intermittente ou 6h d’hypoxie
chronigue ou de normoxie et une mesure de la fluorescence a été effectuée apres chaque étape de la
cinétique. Les résultats sont exprimés en moyennes + un écart-type (n=4). N1 : Normoxie 1h (cycle
1) ; Hil : Hypoxie intermittente 1h (cycle 1) ; R1 : réoxygénation 30 minutes (cycles 1) ; NR1 :
Normoxie 1h30 ; Hi2 : Hypoxie intermittente 1h (cycle 2) ; N2 : Normoxie 2h30 ; R2 : Réoxygenation
30 minutes (cycle 2) ; NR2 : Normoxie 3h ; R3 : réoxygenation 1h (cycle 3) ; NR3 : Normoxie
3h30 ;Hi4 : Hypoxie intermittente 1h (cycle 4) ; N4 : Normoxie 4h30 ; R4 : Réoxygénation 30 minutes
(cycle 4) ; NR4 : Normoxie 5h ; R5 : Réoxygenation 1h (cycle 4) ; NR5 : Normoxie 5h30 ; HC :

Hypoxie chronique 6h ; H,O; : contrble positif.
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Figure 4: Effet de I’hypoxie intermittente sur I’abondance et la localisation subcellulaire de
HIF-1a, Nrf2 et NF-kB.

Les cellules EAhy926 ont été incubées 6h en normoxie ou en hypoxie intermittente ou en
hypoxie chronique. Des fractions nucléaires (N) et cytoplasmiques (S) ont été obtenues grace
a une extraction par centrifugation différentielle. Les protéines de chaque échantillon ont
ensuite été séparées par électrophorése selon leur poids moléculaire. Une fois transférées sur
la membrane, les protéines HIF-1a, Nrf2 ou NF-kB ont été révelées a I’aide d’un anticorps
spécifique de la protéine d’intérét. Nous avons également réalisé un contrdle de charge pour
les fractions nucléaires et un contrdle de charge pour les fractions cytoplasmiques. Il s’agit
respectivement de la lamine et de I’a-tubuline.

N4 : normoxie 6h ; R4 : réoxygénation aprés 4 cycles d’hypoxie intermittente ; Hi4 : hypoxie
intermittente 6h ; HC : hypoxie chronique.
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Normoxie temps 0

Réoxygénation (cycle 1)

Réoxygenation (cycle 2)

Réoxygénation (cycle 3)

Réoxygénation (cycle 4)

Figure 5: Effet de I’hypoxie intermittente et I’hypoxie chronique sur la localisation subcellulaire de

Hypoxie intermittente (cyclel)

Hypoxie intermittente (cycle 2)
Hypoxie intermittente (cycle 3)
Hypoxie intermittente (cycle 4)

Hypoxie chronlque (6h)

) .

HIF-1a. Les cellules EAhy926 ont été ensemencées & une densité de 35000 cellules par puits. Elles
ont ensuite été incubées dans du milieu CO2 indépendant pendant 6h en hypoxie intermittente ou en
hypoxie chronique ou en normoxie. Apres fixation et perméabilisation, HIF-1a a été détecté grace a
un anticorps spécifique. La protéine d’intérét est marquée en vert et les noyaux sont marqués a I’aide
de TOPRO (bleu).Les cellules sont visualisées grace a un microscope confocal.
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Normoxie temps 0 Hypoxie intermittente (cyclel)

Réoxygénation (cycle 1)

Réoxygenation (cycle 2)

Hypoxie chronique (6h)

|gure 6 : Effet de I’hypoxie intermittente et I’ hypOX|e chronique sur la localisation subcellulaire de
Nrf2. Les cellules EAhy926 ont été ensemenceées a une densité de 35000 cellules par puits. Elles ont
ensuite été incubées dans du milieu CO2 indépendant pendant 6h en hypoxie intermittente ou en
hypoxie chronique ou en normoxie. Apres fixation et perméabilisation, Nrf2 a été détecté grace a un
anticorps spécifique. La protéine d’intérét est marquée en vert et les noyaux sont marqués a I’aide de
TOPRO (bleu).Les cellules sont visualisées grace a un microscope confocal.
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2) Hypoxie intermittente (cycle 3)

3) Hypoxie intermittente (cycle 4)
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Normoxie + TNFa

Figure 7 : Effet de I’hypoxie intermittente et I’hypoxie chronique sur la localisation subcellulaire de
NF-kB. Les cellules EAhy926 ont été ensemencées a une densité de 35000 cellules par puits. Elles ont
ensuite été incubées dans du milieu CO2 indépendant pendant 6h en hypoxie intermittente ou en
hypoxie chronigue ou en normoxie. Apres fixation et perméabilisation, la sous-unité p65 de NF-kB a
été détectée grace a un anticorps spécifique. La protéine d’intérét est marquée en vert et les noyaux
sont marqués a I’aide de TOPRO (bleu). Les cellules sont visualisées grace a un microscope confocal.
Un contrdle positif a aussi été réalisé. Il s’agit d’une incubation de 6 heures en présence de TNFa a
une concentration de 10 ng/ml.
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Figure 8 : Etude de I’activité de liaison a I’ADN des facteurs de transcription HIF-1, Nrf2 et NF-kB
(sous-unité p65). Les cellules ont été incubées 6h en hypoxie intermittente, hypoxie chronique ou
normoxie. Ensuite, une extraction nucléaire a été réalisée. En ce qui concerne I’hypoxie intermittente,
les cellules ont été extraites aprés chaque étape du premier et quatrieme cycle. Les résultats sont
exprimés en tant que moyennes + un écart-type (n= 3). N1 : Normoxie (cycle 1) ; Hil : Hypoxie
intermittente 1h (cycle 1); R1 : Réoxygeénation 30 minutes (cycle 1) ; N4 (CO; ind): Normoxie (cycle
4) cellules incubées dans du milieu CO; indépendant ; N4 (DHG) : Normoxie (cycle 4) cellules
incubées dans du milieu DHG-L1 et placées dans I’étuve ; Hi4 : Hypoxie intermittente 1h (cycle 4);
R4 : Réoxygénation 30 minutes (cycle 4) ; HC : Hypoxie chronique.
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Figure 9 : Effet de I’hypoxie intermittente (HI) et de I’hypoxie chronique (HC) 7h30 et 16h sur
I’activité transcriptionnelle de HIF1, Nrf2 et NF-kB. Les cellules EAhy926 sont transfectées avec
deux plasmides, le premier contenant le géne condant pour la luciférase sous le contrdle d’un
promoteur comportant soit le site HRE reconnu par HIF1, soit le site ARE reconnu par Nrf2, soit le
site kKB reconnu par NF-kB. Le deuxiéme contient le gene codant pour Rénilla et sert a la
normalisation. Une fois la transfection terminée, les cellules sont incubées en hypoxie intermittente ou
en hypoxie chronique pendant 7h30 ou en hypoxie chronique durant 16h. Pour Nrf2 et NF-kB, des
contréles positifs ont été effectués. 1l s’agit respectivement d’une incubation en présence de TBHQ a
une concentration de 50 M ou d’une incubation en présence de TNFa a une concentration de 10
ng/ml. Les résultats sont exprimeés en tant que moyennes + un écart-type (n= 3). Pour le graphe de
Nrf2, les résultats sont exprimés en tant que moyennes + un écart-type (n=4).
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Figure 10 : Effet de I’hypoxie intermittente et de I’hypoxie chronique sur I’expression des génes Glutl
et aldolase, deux genes cibles de HIF1, mesurée par PCR en temps réel. Les cellules ont été incubées
en 7h30 en hypoxie intermittente (HI), en hypoxie chronique (HC) ou en normoxie (N). Une
extraction d’ARN a ensuite été réalisee. Pour ce qui est de I’hypoxie intermittente, une extraction fut
effectuée aprés la derniére hypoxie ainsi qu’aprés la derniére réoxygénation (1h). L’ARNm a été
rétrotranscrit en ADNc. Ce dernier a été amplifié par PCR en temps réel grace a des amorces
specifiques de I’ARNm d’intérét. Les résultats sont exprimés en tant que moyennes + un écart-type

(n=3).
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Figure 11 : Effet de I’hypoxie intermittente et de I’hypoxie chronique sur I’expression des

génes NQO1, HO-1, GCS, GSTP1, quatre génes cibles de Nrf2, mesurée par PCR en temps réel. Les
cellules ont été incubées en 7h30 en hypoxie intermittente (HI), en hypoxie chronique (HC) ou en
normoxie (N). Une extraction d’ARN a ensuite été réalisée. Pour ce qui est de I’hypoxie intermittente,
une extraction fut effectuée aprés la derniére hypoxie ainsi qu’apres la derniére réoxygénation (1h).
L’ARNmM a été rétrotranscrit en ADNc. Ce dernier a été amplifié par PCR en temps réel grace a des
amorces spécifiques de I’ARNm d’intérét. Les résultats sont exprimeés en tant que moyennes + un
écart-type (n=3).
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Figure 12 : Effet de I’hypoxie intermittente et de I’hypoxie chronique sur I’expression du géne IL8, un
géne cible de NF-kB, mesurée par PCR en temps réel. Les cellules ont été incubées en 7h30 en
hypoxie intermittente (HI), en hypoxie chronique (HC) ou en normoxie (N). Une extraction d’ARN a
ensuite été réalisée. Pour ce qui est de I’hypoxie intermittente, une extraction fut effectuée apres la
derniere hypoxie ainsi qu’aprés la derniere réoxygénation (1h). L’ARNmM a été rétrotranscrit en ADNCc.
Ce dernier a été amplifié par PCR en temps réel grace a des amorces spécifiques de I’ARNm d’intérét.
Les résultats sont exprimés en tant que moyennes + un écart-type (n= 3).
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Hypoxie chronique/ Normoxie

ALDOA 1,63 2,03 1,52 IRAK1 0,87 0,80 0,43
AMH 0,63 0,49 0,58 IRF1 0,50 0,59 0,50
BAG3 0,57 0,99 0,59 IRF2 \_\ NnD [0S
BMP6 1,02 1,68 0,95 IRF7 BEe2 N
BMPR2 0,75 1,69 0,96 JAK1 o 7368l  0,95]
CASP1 0,64 1,15 1,01 LAT 0,95 \_\_|
CCL2 0,40 0,39 0,31 LTBR 0,75 | 0,69 | 51|
CCL5 0,56 0,96 0.99] | MAP2K4 \_\_\_I
CDKN1A 0,59 0,58 0,52 MAP2K7  [G0) 2100 s
CNTFR ND MAPK14 \_\_\ 0,71
CRHR1 , ND MAPKS8 | sEEl D |
CSF1 IO NONE] | mAPK9 \_\ 0,96 0,88
CSF1R , ND MET 0,65 1,08 1,02
CSF2 0,71 MMP2 1,23 1,65 1,21
CSF3 ND MYC 0,97 1,66 1,20
CSF3R G  ~D PDGFA \_\_\_
EDNRB Pe2s | PGF 0,79 | 059 059

EGFR . 055 0,72 PLAA

EGR1 0,51 RUNX1

EPHB1 ND SELL , . 0,52
FAS ISISH|| | socs2 - 030 ,
FGF2 , 1,09 SRF , 0,58
FGF5 0,51 STAT2 , 0,85
FGF6 ND TFRC 0,02 0,04 0,03
FLT4 1,86 0,79 THBD 0,30 0,35 0,23
FOS INOE]| | TLR4 0,77 0,95 SN
FOSL1 0,56 TNFRSF11A| ND ND |
HBEGF 0,50 0,52 0,35 TNFRSF7 ND 0,79 [NONS)
HIF1A 0,37 0,73 0,54 TNFSF14 ND (O] eS|
HPRT1 0,92 1,73 1,15 TRADD 1,58 1,25 1,30
HRAS 0,75 0,52 0,57 TRAF2 o] 059 066
IFNARL  [NOWOINNSS| D TRAF3  [NNOISGIINES0] 0.9
GFIR  MMMO@E| 10| 107| [TRAF  |NMNOWSIMMMNOSE] 06|
IGFBP2  [N0RS) 0,94 097| |VEGF . 444 1248 9.26]
IL11 0,66 [NNNNNZISG| MNOISS]| | vwHAZ

7R ND | ND [

Tableau 1: Effet de I’hypoxie chronique sur I’expression de génes impliqués dans
I’inflammation. Pour ce faire, les cellules EAhy926 ont été incubées 7h30 en hypoxie
chronique ou en normoxie. Au terme des incubations, I’ARN a été extrait puis rétrotranscrit
en ADNCc. Le produit de cette rétrotranscription est ensuite hybridé sur la « Dualchip human
inflammation ». L’intensité des spots a été quantifiée apres des étapes de lavages et séchage.
Les résultats sont normalisés par rapport a la normoxie.

Les valeurs inférieures a 1 montrent une sous-expression du géne tandis que les valeurs
supérieures a 1 représentent une surexpression du gene par rapport a la condition contrdle
normoxie.

Les valeurs quantitatives significatives sont représentées en jaune, les valeurs qualitatives
significatives en vert, les house keeping genes en mauve, les valeurs non détectées sont notees
ND.
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Hypoxie intermittente/ Normoxie

AMH 1,76 0,77 | 1,32 IRF1 | 1,77 | 1,43 1,54
ATF2 oso JMMESH  o04| [RF2  NORS N> JORI|
BAG3 0,68/ 0,57 0,66 IRF3 1,04 0,58 0,97
BDNF 1,33 1,83 1,70 ISGF3G 0,71 0,60 0,56
BMP1 EEE ooz ol | JuN 0,66 0,57 0,59
BMPR2 085 1,75 1,31 LAT PoEel o oeE|
CDKN1A 0,68 0,61 0,69 LTBR | 1,52 0,87 | 1,08
CEBPB 0,61 0,39 0,49 MAP2k4 OS] 0,99 R
CNTFR BG4 ND ND MAP2K7 |08 RS S2i02|
CRHR1 IRNOIGT|INOGOINSSE | vAPsKT , 12/
CSF1 . ND [OBEl  ND MAPK14

CSF1R | o7 ND MAPKS

CSF2 __ 0,55 INNOHSINNNNOST| | NRG1 - o3 |
CSF3 POEEeEel D PDGFA

EDNRB Bessl D 1,12 PDGFB 059
EGFR EE D | 1,13 PGF , ,
EGR1 | 057 069 OEE |PLAA :
EPHB1 BOE2] N> | ND PML , _I
EPHB2 1,50 1,34 1,52 PPIE 0,88

EPOR 0,61 0,58 0,65 |RUNXI \_\_\_I
FR 1o NENE]  171| [SELL  [MOZIMMNORS| 095
FADD 0,66 0,52 0,63 STAT2 | ] 0,70 0,98
FGF2 0,79 1,73 1,69 TAP1 0,60 0,51 0,67
FGF5 0,99 1,68 1,03 TFRC 0,63 0,73 0,84
FGF6 PoEE] D ND TGFB1 0,81 0,59 0,90
FLT4 | 050 ND 0,41 THBD 0,50 0,42 0,39
FOS BINONS| D (NNNOIO0)| (TLRa ENOISS) 1,19 1,67
FOSL1 0,82/ 0,49 0,67 | TNFRSF10A GBSl  ND ND
HBEGF 0,70/ 0,61 0,77 TNFRSF10B | 0,81 | 0,60 0,80
HIF1A 0,64 1,09 0,95 TNFRSF11A [ ND ND
ICAM3 0,74/ 0,51 0,60 TNFRSF1A | 0,77

IFNARL 036 286 120| | TNFRSF7 \_\_\_I
IGF1R 0,79/ 0,87 OISl | TNFSF14

IGFBP2 o577 EEEIEEE| | TRAF2

IGFBP3 PEEsl o | ND | |TRAF3

L1 .75 |NSES| 0| | TRAFs

IL15 ND  [INSISEINNNNRSS] | vEGF

Tableau 2: Effet de I’hypoxie intermittente sur I’expression de génes impliqués dans
I’inflammation. Pour ce faire, les cellules EAhy926 ont été incubées 7h30 en hypoxie
intermittente ou en normoxie. Au terme des incubations, I’ARN a été extrait puis rétrotranscrit
en ADNCc. Le produit de cette rétrotranscription est ensuite hybridé sur la « Dualchip human
inflammation ». L’intensité des spots a été quantifiée apres des étapes de lavages et séchage.
Les résultats sont normalisés par rapport a la normoxie.

Les valeurs inférieures a 1 montrent une sous-expression du géne tandis que les valeurs
supérieures a 1 représentent une surexpression du gene par rapport a la condition contrdle
normoxie.

Les valeurs quantitatives significatives sont représentées en jaune, les valeurs qualitatives
significatives en vert, les house keeping genes en mauve, les valeurs non détectées sont notees
ND.
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Réoxygénation/ Normoxie

ATF2 0,55 ND 0,63 IRF2 PoeEl D 0,43
BAG3 0,57 0,70 0,58 IRF3 0,77 0,55 0,58
BDNF 1,67 1,86 1,53 ISGF3G 0,64 0,62 0,49
BMP1 0,73 0,84 NOB2] |JuN 0,57 0,70 0,59
CASP1 0,64 0,71 1,02 LAT PgEl D 0,24
CcCL2 1,28 1,63 1,65 LTBR | 1,05  0,88] 0,64
CCL5 0,53 0,80 0,90 MAP2k4 OS] 0,91 2EY)
CD3E B o ND MAP2K7 || RN B2
CD40 0,82 0,73 0,62 MAPK14 | 0,59 2es| 0,56
CEBPB 0,80 0,57 0,64 MAPK8 PZElse D
CNTF ND ND S8 | vET 0,67 | 0,94 | 0,99
CSF1 025 0,78 NRG1 0,63 0,73 0,60
CSFIR \_\ 0.78|  ND POGFA  [NORG| 0,52 NG|
CSF2 ose) 0,73 0,94 PGF 0,75| 0,53 | 0,66 |
CSF3 \_\_\ ND PLAA ND  [2i6E| 00|
CSFaR 269 | PML 110 0,67 I
EDNRB \_\_\_I PPIE 0,84 0,50 0,74
EGFR 2ze 1,15 PRDX5 0,74 0,73 | 0,62
EGR1 0,76 o 59 0,64 RUNX1 2EEl o Ess|
EPHB2 1,44 1,42 1,52 SELL osEs 0,64 RS
F2R 1,84 1,85 2,09 STAT2 08c OR8]  060]
FCER2 PEeEl D ND TAP1 0,64 0,66 0,80
FGF2 1,30 1,50 1,97| |TFRC 0,63 0,65 0,87
FLT4 062 ND 0,71 THBD 0,36 0,40 0,38
FOS PeeE o |[OEE| |TLR4 1,23 1,46 1,78
FOSL1 0,60 0,41 0,57 TNFRSF10A| ND  [EEE] D
HBEGF 0,77 0,60 0,52 TNFRSF11A SIS A4Sl D
HIF1A 0,65 0,92 0,91 TNFRSF1A 0,65 | 0,48 0,66
HRAS 1,11 [NOSEs| 0,73 TNFRSF7 ND | 0,79 NOREE|
ICAM3 0,63 0,54 0,62 TNFSF14 ND OSSN
IFNAR1 1,55 2GS IEE]| | TRAF2 0,75 054 081
IL11 1,12 |INSISE| 087 |TRAF3 \_\_\ 1,54
IL15 \_\_\_I TRAF6 154 091 121
L7R M oo. ) ——
IRAK1 0,95 0,78 | 0,53 |

Tableau 3: Effet de la réoxygénation sur I’expression de genes impliqués dans I’inflammation.
Pour ce faire, les cellules EAhy926 ont été incubées 7h30 en hypoxie intermittente suivie de 1
heure de réoxygénation ou en normoxie. Au terme des incubations, I’ARN a été extrait puis
rétrotranscrit en ADNCc. Le produit de cette rétrotranscription est ensuite hybridé sur la

« Dualchip human inflammation ». L’intensité des spots a été quantifiée aprés des étapes de
lavages et séchage. Les résultats sont normalisés par rapport a la normoxie.

Les valeurs inférieures a 1 montrent une sous-expression du géne tandis que les valeurs
supérieures a 1 représentent une surexpression du gene par rapport a la condition contrdle

normoxie.

Les valeurs quantitatives significatives sont représentées en jaune, les valeurs qualitatives
significatives en vert, les house keeping genes en mauve, les valeurs non détectées sont notees

ND.
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Hypoxie
Hypoxie chronique intermittente Réoxygénation
AMH 0,57
ATF2 0,59
BAG3 0,58 0,61
BDNF 1,76 1,7
CCL2 0,37
CDKN1A 0,57
CEBPB 0,5
EGR1 0,54
EPHB2 1,51
EPOR 0,61
F2R 1,71 1,9
FADD 0,6
FAS ++
FGF2 1,71
FLT4 0,45
FOSL1 0,56 0,58 0,55
HBEGF 0,46
HIF1A 0,45
HRAS 0,54
ICAM3 0,55 0,6
IFNAR1 1,55
IL15 ++ ++
IRF1 0,53 1,65
IRF3 0,56
ISGF3G 0,58 0,56
JUN 0,6 0,58
MAP2K7 ++ + ++
MAPK14 0,57
MAPKS8 ++
NRG1 0,63 0,61
PDGFB 0,63
PGF 0,59 0,59
PLAA ++ ++
RUNX1 ++ ++ ++
SRF 0,6
TAP1 0,55
THBD 0,29 0,44 0,38
TNFRSF11A +++
TNFRSF1A 0,59 0,6
TRAF2 0,52
VEGF +++ ++

Tableau 4 : Tableau récapitulatif des genes qui varient de maniére quantitative significative ou
qualitative significative en hypoxie intermittente, en hypoxie chronique ou en réoxygénation. Les
valeurs représentent les valeurs d’induction ou de répression. Lorsque la valeur est inférieure a 1, le
géne est sous-exprimé par rapport & la normoxie. Lorsque la valeur est supérieure a 1, le géne sur-
exprimeé par rapport a la normoxie. Les signes + montrent une augmentation qualitative de
I’expression de genes. Code : + si supérieur a 1

++ si supérieur & 2

+++ si supérieur a 5
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Figure 12 : Effet de I’hypoxie intermittente et de I’hypoxie chronique sur I’expression du géne
THBD. Les cellules ont été incubées en 7h30 en hypoxie intermittente (HI), en hypoxie
chronique (HC) ou en normoxie (N). Une extraction d’ARNtotal a ensuite été réalisée. Pour
ce qui est de I’hypoxie intermittente, une extraction fut effectuee apres la derniere hypoxie
ainsi qu’apres la derniére réoxygénation (1h). L’ARNmM a été rétrotranscrit en ADNc. Ce
dernier a été amplifié par PCR en temps réel grace a des amorces spécifiques de I’ARNmM
d’intérét. Les résultats sont exprimés en fold d’induction en tant que moyennes + un écart-
type (n= 3). Ce graphe représente a la fois les résultats obtenus suite a la PCR en temps réel et
ceux obtenus suite a I’hybridation sur le microdamier.
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Genes représentés sur le damier

DualChip HI Tagman LDA DualChip HI | Tagman LDA
ACTB * non oui PTGS2 non non
CCL2 oui oui RPL13A * non oui
CCL5 oui oui RPS9 * non oui
CCL8 non non SELE non non
CCL11 non non THBD oui oui
CSF1 oui oui TIMP1 non oui
CSF2 oui oui TNE non non
CSF3 oui oui VCAM1 non non
CXCL1 non oui Genes supplémentaires a étudier
CXCL2 non oui Tagman LDA
CXCL12 non non CCL3 non
CXCR4 non non CCL4 non
EDN2 non non HTATIP oui
EDN3 non non IFNG non
F2R oui oui LTB non
FGF1 non oui TIMP2 oui
FGF2 oui oui
GAPDH ** non oui * Contrdle endogéne potentiel
ICAM1 non oui (House-Keeping Gene)
IL1A non oui
IL1B non oui ** Controle
ILARN non non (Mandatory Control)
IL6 non oui
IL8 non oui
IL18 non oui
IRF2 oui oui
IRF3 oui oui
LIF non non
LTA non non
OsSM non non
PLA2G4C non non
PPARA non oui
PPARG non non
PPBP non non

Tableau 5 : Tableau représentant la liste des génes étudiés (détectés ou non) grace aux cartes
microfluidiques. La premiere partie reprend les génes qui pouvaient également étre détectés a
I’aide des microdamiers alors que la deuxieme reprend les genes pour lesquels il n’y avait pas
de sonde sur les damiers.

10 genes sur 42 détectables I’ont été a I’aide des microdamiers tandis que 27 sur 48 le furent a
I’aide des cartes microfluidiques.
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Figure 13 : Effet de I’hypoxie intermittente et de I’hypoxie chronique sur I'expression de
génes impliqués dans I’inflammation. Pour cela, les cellules EAhy926 ont été incubées 7h30
en hypoxie intermittente, en hypoxie chronique ou en normoxie. Au terme des incubations,
I’ARN total a été extrait. Pour I’hypoxie intermittente, I'extraction a éte réalisée directement
aprés I’hypoxie et aprés 1 heure de réoxygénation. L’ARNm a ensuite été rétrotranscrit en
ADNCc. Ce dernier a été amplifié par PCR en temps réel grace a des amorces spécifiques de
I’ARNmM d’intérét a I’aide de cartes microfluidiques. Les résultats sont exprimés en fold
d’induction en tant que moyennes + un écart-types (n= 3). Quand ils étaient disponibles, les
résultats obtenus a I’aide des microdamiers sont également représentés.
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' ACTIVATEURS @ INHIBITEURS

VEGFs, Angiopoiétines, Thrombospondines
Eph, PIGF, bFGF, PDGF, Angiostatine, Endostatine
HGF, IGF-1, CSF, EPO, EGF TIMPs
TNF, TGF, IL8 PEDF, Anti-Thrombine I,
Ang Il, ET1, ADM, BK Maspine, AGT
Intégrines, Cadhérine IL-12, INF
tPA, uPA, MMP PF4

Figure 14 : L’angiogenese, une balance dynamique entre activateurs et inhibiteurs. Les génes
surlignées en jaune représentent les genes détectables par les microdamiers ou les cartes
microfluidiques.
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Anticorps
dirigé
contre...

Anticorps primaire

Espéce

Anticorps secondaire

Nrf2

Anticorps anti-Nrf2 (Sc-722)
(dilution 200x) Santa Cruz

Lapin

Anti-1g de lapin couplé a
I’Alexa 488nm (Molecular
Probes, USA) (dilution 1000x)

NF-kB (p65)

Anticorps anti-p65 (Sc-372)
(dilution 100x) Santa Cruz

Lapin

Anti-lg de lapin couplé a
I’Alexa 488nm (Molecular
Probes, USA) (dilution 1000x)

HIF-1a

Purified mouse anti
HIF-1a (dilution 100x) BD

Transduction Laboratories 610958

Souris

Anti-lg de souris couplé a
I’Alexa 488nm (Molecular
Probes, USA) (dilution 1000x)

Tableau 1: Les différents anticorps utilisés pour le marquage en immunofluorescence.
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Gel Buffer (200 ml) 36,3 g de TRIS (ICN Biomedicals,USA)
0,8 g de SDS (ICN Biomedicals, USA)

pH 8,9

Gel Mix 10% (35 ml) 8,4 ml de gel buffer
11,6 ml d’acryl/bis (Bio-Rad, USA)

15 ml d’H.O

[SESERS] RS RS R S]

Gel séparateur 35 ml de gel Mix 10%
175 m d’APS 25% (Pharmacia Biotech AB, Suede)

10,5 m de TEMED (Pharmacia Biotech AB, Suede)

Spacer Gel Buffer (100 ml) 5,1 g de TRIS (ICN Biomedicals, USA)
0,4 g de SDS (ICN Biomedicals, USA)

pH 6,8

(SIS [SERSER S

Spacer Gel Mix (240 ml) 60 ml de Spacer Gel Buffer
40 ml d’acryl/bis (Bio-Rad, USA)

140 ml d’H,O

Gel concentrateur 10 ml de Spacer Gel Mix
50 m d’APS 25% (Pharmacia Biotech AB, Suede)

3 m de TEMED (Pharmacia Biotech AB, Suéde)

Running Buffer 10x (1 litre) 63,2 g de TRIS (ICN Biomedicals, USA)
40 g de Glycine (ICN Biomedicals, USA)

10 g de SDS (ICN Biomedicals, USA)

(SIS [SERSES] RSRS RS

Tampon de transfert (5 litres) 24 g de TRIS (ICN Biomedicals, USA)
115 g de Glycine (ICN Biomedicals, USA)

1 litre de méthanol (Merck, Allemagne)

(SIS RS

TBS 10x (1 litre) 24,22 g de TRIS (ICN Biomedicals, USA)
80,06 g de NaCl

pH 7,6

(SIS RN

TBS-Tween 0,1 % 100 ml de TBS 10x
900 ml d’H,0

1 ml de Tween 20 (Sigma, USA)

TBS-T + 2% de lait Amersham TBS- Tween 0,1 %

2% de Blokking Agent (Amersham CDK105,USA)

(SIS ESERS RN

Bleu de charge 5x 10 ml de Spacer Gel Buffer

10 ml de SDS 20% (ICN Biomedicals, USA)
5ml de -mercaptoéthanol

10 ml de Glycérol (Merck, Allemagne)

17,5 mg de bleu de bromophénol (Janssens Chimica, Belgique)

[SESESERSRS]

Tableau 2 : Composition des différentes solutions utilisées pour le Western Blot
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Figure 1 : Systeme de sandwich réalisé lors du Western Blot
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Anticorps Anticorps primaire Espece | Anticorps secondaire
dirigé contre...
HIF-1a Purified mouse anti HIF-1a (dilution Souris | Anticorps anti-lgG de souris couplé
2000x) BD Transduction Laboratories a la peroxydase (dilution 150000x)
610958 (Amersham,USA)
Nrf2 Anticorps anti-Nrf2 (Sc-30915)(dilution | Chevre | Anticorps anti-lIgG de chévre couplé
1000x) Santa Cruz a la peroxydase (dilution 150000x)
NFkB Anticorps anti-p65 (Sc-372) (dilution Lapin | Anticorps anti-IgG de lapin couplé a
5000x) la peroxydase (dilution
100000x)(Amersham ,USA)
a-Tubuline Purified mouse anti-a-tubulin (dilution Souris | Anticorps anti-lgG de souris couplé
30000x) (T5168, Sigma, USA) a la peroxydase (dilution 150000x)
(Amersham,USA)
Lamine Anticorps anti-lamine Lapin | Anticorps anti-IgG de lapin couplé a
la peroxydase (dilution
100000x)(Amersham ,USA)

Tableau 3 : Anticorps utilisés pour la révélation en Western Blot
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Mix dNTP 10x 2 m de dATP 100 mM

2 de dTTP 100 mM

2 m de dGTP 100 mM

2 de dCTP 16 mM

32 m de dCTP-biotine 1mM
4 m de Buffer RT 5x
2mMdeDTTO0,1M

1 ml de RNAsin (40U/ml)

2 nl de Mix dNTP 10x

Mix réactionnel (9 nl)

[SESESESY RS ESESERS RN

Tableau 4 : Composition des solutions utilisées lors de la reverse transcription précédant les
hybridations sur damiers
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4 m de Buffer RT 5x
2mMde DTT

1 il de RNAsIn

2 m de dNTP mix

Mix réactionnel (9 nl)

[SERSERS B S

Tableau 6 : Composition du mélange réactionnel utilisé lors de la reverse transcription
précédant les réactions de real-time PCR

—> dCt = Ct dugene d’intérét — Ct du HKG

C—> ddCt= dCt du géne d’intérét dans une certaine condition — dCt du géne d’intérét dans la conditon
contrdle (normoxie)

= Fold d’induction = 2%t

Tableau 7 : Formules utilisées pour calculer le fold d’induction
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HB 10x (100ml) 0,21 g de NaF (Merck, Allemagne)
0242 g de Na,MoO, (Sigma, USA)
4,75 g d’Hepes (Acro Organics)

37 mg de EDTA (Merck, Allemagne)

pH 7,9

10 ml de HB 10x
89,8 ml d’H,O
200 ni de NP-40

Tampon de lyse (100 ml)

Tampon RE (100 ml) 10 ml de HB 10x
70 ml d’H,0

20 ml de glycérol 87% (Merck, Allemagne)

Tampon SA (100 ml) 10 ml de HB 10x
20 ml de glycérol 87% (Merck, Allemagne)
20 ml de NaCl4 M

50 ml d’H,O

1 ml de RE
40 M de PIC
40 M de PIB

RE complet

1 ml de SA
40 m de PIC
40 m de PIB

SA complet

PBS + 1mM NasMoO4+ 5mM NaF
(1 litre)

20 ml de tampon PO4™ 0,5M pH 7,4
9 g NaCl

0,242 g de Na,MoO, (Sigma, USA)
21 mg de NaF (Merck, Allemagne)

[SESESES] ESESESE ESESESE RSSO RS RS ESESE ESECS RS RS ESESESRS]

Tableau 8 : Composition des différentes solutions utilisées lors de I’extraction nucléaire
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Gene cible | Géne Reéférence primer Séquence
de... étudié
NQO1 NQO1 HUMAN-96F AATTCAGAGTGGCATTCTGCATTT
NQO1 HUMAN-175R | CTGGAGTGTGCCCAATGCTATA

HO-1 HO-1 HUMAN-16F GCAGTCAGGCAGAGGGTGATA

NRF2 HO-1 HUMAN-87R | CAACTCCTCAAAGAGCTGGATGTT

GCS GCS HUMAN-108F GAAGAGAGCATCTGGAGAACTAATGA
GCS HUMAN-201R AGTTATGACACTGTCTTGCTTGTAGTCA
GSTP1 GSTP1 HUMAN-94F | TCAAAGCCTCCTGCCTATACG

GSTP1 HUMAN-173R | CAGGATGGTATTGGACTGGTACAG

Glutl Glutl-51F GTGGGCATGTGCTTCCAGTA
HIF1 Glutl-127R AGAACCAGGAGCACAGTGAAGAT
Aldolase AldoA716F TCGGCAGGAGGAGTATGTCA
AldoA837R AGGCGTGGTTAGAGACGAAGAG
NF-kB IL8 IL8-114F CTG GCCGTGGCTCTCTTG
IL8-238R GGGTGGAAAGGTTTGGAGTATG
Tubuline | Tubul78F CCC GAG GGC ACT ACA CCAT
Tubu323R CAGGGAGGTGAACCCAGAAC

Tableau 5 : Amorces utilisées pour les différentes réactions PCR en temps réel.
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Solutions Trans-AM HIF-1a Trans-AM Nrf2 Trans-AM NF-kB
Tampon de lyse @ 1mltampon RE @ 800 m tampon RE Tampon de lyse stock :
@ 1 mltampon SA @ 200 m tampon SA @ Hepes20 mM
@ 2mdeDTT 1M g 40mPIC @ NaCl 350 mM
@ 80mPIC 0 40mPIB @ MgCI2 ImM
g 80mPIB @ EDTAO0,5mM
@ EGTAO0,1mM
@ Glycérol 20%
@ NP-40 1%
@ pH75
Tampon de lyse complet :
@ 2 ml de tampon de lyse
stock
@ 10mMDTT 1M
@ 80mMPIC
Tampon de @ Tris HCI50 mM @ Hepes2mM @ Hepes 10 mM
binding @ EDTA5mM @ EDTAO0,2mM @ KCI300 mM
concentré @ NaCl 250 mM @ NaCl8 mM @ Glycérol 20%
@ Glycérol 25% @ Glycérol 12% @ H0
@ H,0O g H,O @ PH7)5
@ PH78 @ pH75
Tampon de @ 1mldetamponde [@ 1 mldetampon de @ 1 mlde tampon de
binding complet binding concentré binding concentré binding concentré
@ 5mDTT0,5M @ 2mdeDTT 1M @ 500 mM BSA 5%
g 3mlH0 @ 500 m DSS 0,05 mg/ml
@ 500m d’H20

@ 5mdeDTT 1M

Lysat Dilué dans du tampon | Dilué dans du tampon de | Dilué dans du tampon de
de lyse a une lyse a une concentration | lyse a une concentration de
concentration de de 10ng/ 20mM 10ng/ 20mM
5ny/ 10M
Anticorps Anti HIF1-a Anti-Nrf2 (sc-13032) Anti-P65 (sc-372) dilué
primaire (BD610958) dilué 500x dans 1000x dans PBS50+BSA1%
dilué 1000x dans PBS50+BSA1%
PBS50+BSA1%
Anticorps Anti-1gG de souris Anti-1gG de lapin couplé | Anti-IgG de lapin couplé a la
secondaire couplé a la peroxydase | a la peroxydase (dilution | peroxydase (dilution 1000x)
(dilution 1000x) 1000x)
Solution de PBS 50 + 0,1% Tween
lavage

PBS50 (pour 1 litre) : pH 7,4
@ 3gdeNaCl

@ 20 ml de tampon phosphate 0,5 M

@ Eau distillée

Tableau 9: Composition des solutions utilisées lors des dosages Trans-AM
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Figure 2 : Représentation d’une carte microfluidique.

Nom du plasmide Provenance du plasmide Nombre de boites
présentes dans le
promoteur

HIF-1 pGL3 (PGK HRE)e-tK-Luc Maxwell et al. 1999 6(HRE)
Nrf2 Are promoter-luciferase reporter | Leonard et al. 2006

construct (NQO1 wild-type)

NF-kB pNF-kB-Luc Pathdetect (Stratagene, USA) 5

Tableau 11 : Différents plasmides rapporteurs utilisés
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Etapel Etape 2 Etape 3 Etape 4
Température (C°) 25 37 85 4
Temps 10 minutes 120 minutes 5 sec Infini

Tableau 10: Différentes étapes de la réverse transcription
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B Acnvateurs @ INHIBITEURS

Hypoxie EPHB /, bFGF THBD
Intermittente PDGF N\, CSF2 \ ,CSF3\,IL8\

Hypoxie VEGF7 | THBD\

chronique PDGFN, CSF3\, IL8\ ,

Réoxygénation VEGF 7, THBD N\
CSF3 N | IL8 N\

Tableau 6: Tableau reprenant les variations de genes qui sont a la fois surlignés sur la figure 14 et
détecté grace aux cartes microfluidiques ou aux microdamiers.

B Acnvateurs @ INHIBITEURS

Hypoxie IL15 7 BDNF7, F2R 7
Intermittente PPARA \

Hypoxie F2R 7,1L67 CCL2N | ILlaN | IL1 N |
Chronique  PGF \, HBEGF

Réoxygénation TNFRSF11A 7 BDNF7, EPORYN, FLT4N PPARa \
ICAM3y, NRG1y

Tableau 7 : Variations de génes détectés graces aux cartes microfluidiques et aux microdamiers mais
qui ne sont pas représentés sur la figure 14.
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