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Résumé 

Lorsque la tension en oxygène du milieu extra-cellulaire diminue, la cellule perçoit 
cette diminution et réagit afin de maintenir son homéostasie. La plupart des réponses 
adaptatives sont dépendantes de l'activation d'un facteur de transcription spécifiquement 
activé en condition d'hypoxie, HIF-1. HIF-1 est un hétérodimère constitué des sous-unités 
ARNT et HIF-la : seule la sous-unité HIF-la est régulée par l'hypoxie. Ce facteur, en plus 
de permettre l'adaptation des cellules à l'hypoxie, semble être également impliqué dans la 
modulation de l'apoptose. Toutefois, son rôle dans le processus apoptotique paraît dépendre 
du degré d'hypoxie, si l'hypoxie est sévère ou prolongée, la présence de HIF-1 semble 
favoriser l' apoptose alors que si l'hypoxie est plus légère, HIF-1 apporte aux cellules une 
protection contre l'apoptose. 

L'objectif de ce mémoire était de déterminer le rôle de HIF-1 dans la protection contre 
l' apoptose apportée par l' hypoxie. Pour cela, nous avons inhibé l'expression de la sous-unité 
HIF-la, en utilisant la technique d' ARN interférant. Dans un premier temps, nous avons 
optimisé les conditions de transfection des siRNA anti-HIF-la dans les cellules HepG2. 
L'inhibition maximale de l'expression de HIF-la que nous avons obtenue 48h post
transfection est d'environ 50%. Ensuite nous avons observé quel effet cette inhibition avait 
sur l ' activité transcriptionnelle de HIF-1. Les résultats montrent que l ' activité 
transcriptionnelle de HIF-1, mesurée par un système rapporteur et en suivant l' expression de 
gènes cibles, est réduite de moitié. 

L'effet de l'inhibition de l'expression de HIF-la et de la diminution de l'activité 
transcriptionnelle de HIF-1 a ensuite été étudiée sur des cellules incubées en hypoxie en 
présence de ter-butyl hydroperoxyde (t-BHP) ou d'étoposide. Le t-BHP et l'étoposide sont 
capables d'induire l'apoptose des cellules, apoptose inhibée par l'hypoxie. Si HIF-la est 
impliqué dans cette protection, une mort cellulaire accrue lorsque celui-ci est inhibé devrait 
être observée. Les résultats obtenus lors des différentes expériences réalisées sont 
difficilement interprétables car le siRNA contrôle (scramble) ainsi que les agents transfectant 
interfèrent également. 
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Introduction 



Première partie : Introduction 

l .L'hypoxie 

L'apparition de l'oxygène a permis, au cours de l'évolution, aux organismes d'utiliser 
l'oxygène dans différents processus métaboliques dont le plus important est la respiration 
mitochondriale. 

Lors de la respiration mitochondriale, l'oxygène sert d'accepteur final d'électrons dans 
la phosphorylation oxydative. Ce processus, qui a lieu au niveau de la membrane interne des 
mitochondries, permet la régénération d' ATP par la création d'une force protomotrice de part 
et d'autre de la membrane interne. Il est constitué d'une cascade de protéines qui se font 
réduire et oxyder tour à tour. Au cours de ces transferts d'électrons de donneurs en 
accepteurs, des protons de la matrice mitochondriale sont transférés dans l'espace inter
membranaire, ce qui génère cette force protomotrice. Ces protons en repassant spontanément 
dans la matrice par l'ATP-synthase fournissent l'énergie nécessaire pour la régénération 
d' ATP à partir d' ADP. Les électrons qui sont fournis au premier accepteur proviennent de la 
ré-oxydation du F ADH2 et du NADH réduits lors des deux premières étapes, la glycolyse et 
le cycle de Krebs alors qu'à la fin de la chaîne, ils serviront à réduire l'oxygène en eau. 

L'oxygène est donc essentiel puisqu'il permet la génération d'ATP, la principale 
forme de stockage d'énergie utilisée par la cellule. Cependant, l'oxygène peut également être 
toxique pour la cellule car il induit la génération de radicaux libres. La tension en oxygène au 
niveau de l'organisme doit donc être sous le contrôle de mécanismes précis de régulation et de 
protection pour éviter des situations où la tension en oxygène est soit trop importante, 
l'hyperoxie soit trop faible, l'hypoxie. 

L'hypoxie se rencontre, par exemple, au niveau du myocarde ou du cerveau à la suite 
d'un accident vasculaire mais également au niveau des tissus tumoraux où elle a un effet 
important puisqu'elle contribue à la radiorésistance et permet la sélection des cellules qui ont 
un potentiel malin important. 

1.1.Réponse physiologique face à une condition d'hypoxie 

L'hypoxie entraîne des réponses qui impliquent des changements de fonctions 
différents selon le type d'hypoxie. Une hypoxie de courte durée va être contrée par une 
adaptation de la ventilation plutôt que par une modification de l'expression génique qui se 
rencontrera dans le cas d'une hypoxie prolongée. 

Chez les mammifères, le contrôle de la ventilation se fait au niveau des corps 
carotidiens qui sont sensibles au pH et à la concentration en CO2 aussi bien qu'à l'hypoxie. 
En condition d'hypoxie, les cellules chémoréceptrices des corps carotidiens augmentent la 
production et la libération de neurotransmetteurs comme la dopamine. La dopamine va 
stimuler l' activité au niveau des nerfs des sinus carotidiens qui vont entraîner l'augmentation 
de la ventilation. 

Un des déterminants majeurs de l ' apport en oxygène est la concentration de 
l'hémoglobine au niveau des globules rouges. La production de globules rouges est contrôlée 
par la production d'érythropoïétine, au niveau des reins, qui est elle-même influencée par la 
concentration en oxygène. L' érythropoïèse est un processus hautement régulé car il faut une 
quantité suffisante de globules rouges pour permettre l'oxygénation de l'ensemble des tissus 
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sans pour autant créer des dommages dus à une viscosité trop importante du sang. 
L'érythropoïèse est constante puisque 1 % du pool est renouvelé par jour mais cette production 
de globules rouges est fortement stimulée par l'hypoxie. 

Le rôle central de l'oxygène dans la production d'énergie fait de l'hypoxie un bon 
candidat pour la signalisation d'une vascularisation insuffisante. La vascularisation d'un tissu 
est étroitement liée aux besoins métaboliques. On peut par exemple remarquer une relation 
linéaire entre la densité des capillaires et la densité des mitochondries, marqueurs de la 
capacité oxydative (Gleadle et Ratcliffe, 2001). L'hypoxie est également capable d'induire 
une angiogenèse, afin de rétablir un apport adéquat en oxygène aux tissus mal irrigués. 

La stimulation de l' érythropoïèse et la néo-angiogenèse sont le résultat de l'activation 
d'un facteur de transcription spécifique, HIF-1 (Hypoxia-inductible factor-1) , que nous 
décrirons au point 1.3. 

1.2.Réponse cellulaire face à une condition d'hypoxie 

Au niveau cellulaire, la perception de l'hypoxie donne lieu à une réorganisation du 
métabolisme cellulaire. Une diminution de la production d'ATP est directement liée à une 
diminution de la tension en oxygène puisque la phosphorylation oxydative nécessite 
l'oxygène. Afin de faire face à cette diminution de la concentration intracellulaire en ATP, la 
cellule va augmenter sa production d 'A TP par la glycolyse, via la régulation allo stérique des 
enzymes de la glycolyse et l'augmentation de leur expression en cas d'hypoxie prolongée. 

La régulation allostérique se fait essentiellement au niveau de la phosphofructokinase 
et la fructose-2 ,6-biphosphatase. La phosphofructokinase est activée par l' ADP et l ' AMPc 
alors qu'elle est inhibée par l 'ATP. Le mécanisme qui régule la synthèse et la dégradation de 
la fructose-2 ,6-biphosphate est régulé par l'activité de la 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-
2,6-biphosphate (PFK-2). L'activation de cette enzyme est dépendante indirectement de la 
concentration en AMPc par l ' intermédiaire de kinase AMPK (AMP-dependent kinase). 
L' AMPK permet aussi à la cellule de faire face à cette situation en augmentant l'apport de 
glucose via la translocation en membrane du transporteur de glucose Glut-4. 

En cas d 'hypoxie prolongée, la régulation génique permet une meilleure adaptation 
cellulaire. Les gènes surexprimés codent pour des protéines qui interviennent dans le 
métabolisme du glucose comme les enzymes de la glycolyse et les transporteurs Glut-1 et 
Glut-4. L'apport d'oxygène est aussi fortement favorisé par la surexpression de certains 
gènes qui codent pour des protéines comme le VEGF qui stimule l' angiogenèse et 
l'érythropoïétine qui stimule l'érythropoïèse (Michiels, 2004). 

Plusieurs facteurs de transcription sont connus pour être activés directement par 
l'hypoxie ou par les conséquences du stress cellulaire que l'hypoxie implique. Ces facteurs 
sont pléiotrophiques comme AP-1, p53 et NF-KB qui répondent à de nombreux stress 
cellulaires. Cependant, l'expression des gènes induits en hypoxie sont, pour la plupart, sous 
la dépendance d'un facteur spécifique, il s'agit du facteur de transcription HIF-1 (Gleadle et 
Ratcliffe, 2001). 

1.3 .Le facteur de transcription HIF-1 

HIF-1 est le facteur de transcription principal qui régule l'expression de nombreux 
gènes impliqués dans les réponses cellulaire et systémique à l'hypoxie, incluant la 
vasodilatation, le métabolisme anaérobie, l'érythropoïèse et l'angiogenèse. Il a été découvert 
lors de l'étude des interactions protéine-ADN au niveau du site 3 'HRE (Hypoxia-responsive 
element) du gène de l ' érythropoïétine (Bunn et Poyton, 1996; Semenza, 1999). 
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Ce facteur de transcription joue un rôle central dans l'homéostasie de l'oxygène durant 
le développement embryonnaire et la vie post-natale, dans des processus physiologiques mais 
également pathologiques comme la croissance des tumeurs et la formation des métastases. 

1.3.1.La structure de HIF-1 

HIF-1 est un hétérodimère constitué de deux sous-unités, HIF-la et ARNT, aussi 
appelée HIF-lp (Wang et al., 1995). Les deux sous-unités appartiennent à la famille des 
protéines à domaine bHLH. 

1.3.1.1.ARNT 

La sous-unité ARNT (Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator) est exprimée 
constitutivement et se localise au niveau du noyau. Cette sous-unité comporte entre 774 et 
789 acides aminés selon les espèces et son poids moléculaire varie de 91 à 94 kDa en fonction 
des modifications post-traductionnelles. Elle est constituée principalement d'un domaine de 
dimérisation et de liaison à l'ADN, bHLH-PAS. ARNT peut s'associer avec d'autres sous
unités que HIF-la au niveau du noyau pour former d'autres facteurs de transcription que HIF
I. Il peut par exemple s'associer à un récepteur de dioxine lorsque celui-ci a reconnu son 
ligand ( aryl hydrocarbon) ou à l' endothelial cell specific factor EP AS 1/HLF. 

1.3.1 .2.HIF-1 a 

La sous-unité HIF-la, tout comme ARNT, est exprimée de façon constitutive mais 
elle est soumise à une protéolyse rapide dépendante de l'oxygène au niveau du cytoplasme. 
Son poids moléculaire varie entre 120 et 130 kDa en fonction des modifications post
traductionnelles et elle comporte 826 acides aminés chez l'homme. HIF-la peut être divisé 
en plusieurs domaines qui ont tous une fonction bien précise aussi bien dans la liaison à 
l 'ADN et dans la dimérisation que dans la localisation ou dans la régulation de la protéine 
(figure 1). 

Le domaine bHLH-PAS 

La partie N-terminale intervient dans la dimérisation et la liaison à l' ADN. Elle se 
compose principalement des domaines bHLH-PAS. Le domaine bHLH joue une double 
fonction car il est aussi bien impliqué dans la liaison des sous-unités à l' ADN que dans la 
dimérisation avec ARNT (Jiang et al., 1996). 

Le domaine PAS (Per, ARNT, Sim), long d'environ 220 acides aminés contient des 
répétitions hydrophobes, PAS A et PAS B et une région qui permet la liaison à la protéine 
chaperonne Hsp90. Le rôle du domaine PAS est de médier une interaction protéine-protéine 
avec ARNT, il représente donc une seconde interface de dimérisation après le motif helix
loop-helix du domaine bHLH (Huang et al., 1993). 

Les domaines de transactivation et de régulation 

La régulation de l ' expression de la protéine HIF-1 a est dépendante du domaine de 
dégradation dépendante de l'oxygène (ODD) par le biais des différentes hydroxylations et 
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Figure 2: Représentation schématique du complexe multi-protéique qui joue le rôle de 
l' ubiquitine ligase. Ce complexe est composé des élongines B et C, de RBX-1 , de la culline 
et de p VHL qui intervient dans le recrutement de HIF-1 a. 
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Figure 3: Régulation dépendante de l'oxygène de l'activité de IDF-la. 

Transaiptional 
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L'hydroxylation des prolines 402 et 564 par les prolyl hydroxylases ainsi que l'acétylation de 
la lysine 532 par ARD permettent l'association de pVHL à HIF-la. Ces trois acides aminés 
sont compris dans le domaine d'interaction dépendant de l'oxygène (ODD). Ces 
modifications ont lieu uniquement en normoxie. Fll-1 (Factor inhibiting HIF-1) peut 
également en présence d'oxygène hydroxyler l'aspargine 803. Cette hydroxylation empêche 
toute interaction de HIF-la avec les co-facteurs p300/CBP (Semenza, 2002). 
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acétylations. La régulation de l'activité du facteur de transcription se fait au niveau des deux 
domaines de transactivation, N-T AD et C-TAD. 

N-TAD (N-terminale transactivation domain) est compris dans le domaine ODD alors 
que C-TAD se localise à l'extrémité C-terminale. Ce dernier est impliqué dans le recrutement 
des co-activateurs CBP/p300 (Ruos et al., 2002 ; Lando et al., 2002). Ces co-activateurs ont 
un rôle structurel et catalytique dans la transcription car ils facilitent le recrutement de la 
machinerie de transcription et favorisent également le remodelage de la chromatine. 

HIF-1 a comporte aussi deux séquences NLS qui permettent la translocation de cette 
sous-unité au niveau du noyau où elle pourra s'associer avec ARNT afin de former le facteur 
HIF-1. Il pourra alors se lier au niveau des sites HBS (HIF-1 DNA binding site) . La 
séquence consensus des HBS, A/GCGTG se trouve au niveau des sites HRE (Hypoxia 
response element) de nombreux promoteurs dépendants de l'oxygène. Les séquences HBS 
sont nécessaires mais pas suffisantes pour permettre l'activation des gènes cibles, une boîte 
HRE classique contient généralement des sites de liaison pour d'autres facteurs de 
transcription comme ATFl /CREBl, AP-1 ou HNF-4. Une multimérisation des sites HBS 
peut aussi former un site HRE actif comme c'est le cas pour la séquence HRE de la 
transferrine qui contient 2 HBS ou de certaines enzymes glycolytiques ou transporteurs de 
glucose qui en contiennent 2 ou 3. Les protéines qui se fixent aux autres sites des boîtes HRE 
semblent faciliter l'activation des gènes cibles en facilitant la liaison des co-facteurs (Wenger, 
2000 ; Rolfs et al., 1997). 

1.3.2.La régulation de HIF-1 

La régulation du facteur HIF-1 se réalise principalement au niveau de la stabilisation 
de la sous-unité HIF-la. Cependant, la stabilisation seule de HIF-la n'est pas toujours 
suffisante pour obtenir un facteur HIF-1 complètement actif. Une régulation de l'activation 
transcriptionnelle est également nécessaire. 

1.3.2.1.La stabilisation 

En normoxie, la sous-unité HIF-la est soumise à une dégradation par le protéasome 
dans les cinq minutes qui suivent sa traduction. Afin d'être dégradé par le protéasome, HIF
la doit être étiqueté par un complexe multi-protéique qui joue le rôle d'ubiquitine ligase. Ce 
complexe est constitué des élongines B et C, de RBX-1, de la culline et de la protéine 
suppresseur de tumeur pVHL (figure 2). La protéine pVHL interagit directement avec HIF
la. L'interaction n'est possible qu'en condition de normoxie car elle nécessite des 
modifications préalables de HIF-la qui sont dépendantes de l'oxygène. Ces modifications 
consistent en des hydroxylations et une acétylation au niveau du domaine de dégradation 
dépendant de l 'oxygène (Semenza, 1998). 

Les résidus sujets à l'hydroxylation sont les prolines 402 et 564. Ces prolines se 
trouvent au niveau du domaine de dégradation dépendant de l'oxygène dans une séquence 
consensus LXXLAP (Safran et Williams, 2003). L'hydroxylation est médiée par les prolyl
hydroxylases, PHD 1-2-3 . Ces trois enzymes sont des déoxygénases qui utilisent l'oxygène 
moléculaire. Leur activité est proportionnelle à la quantité d'oxygène disponible . Elles 
requièrent le 2-oxoglutarate ainsi que des atomes de fer comme cofacteurs. C'est pour cette 
raison que des chélateurs de fer comme la desferrioxamine et des métaux de transition comme 
le cobalt, le manganèse ou le nickel induisent également la stabilisation de HIF-1 a. Ces 
enzymes catalysent le transfert d'un atome d'oxygène au niveau de résidu proline alors que le 
second atome d'oxygène réagit avec le 2-oxoglutarate pour générer le succinate. Elles peuvent 

- 4 -



Coll proliferation 
cyclin G2 
IGF2 
IGF-BP1 
IGF-BP2 
IGF-BP3 
WAF1 
TGF -a 
TGF -Jl3 

Cell survlval 
ADM 
EPO 
IGF2 
IGF-BP1 
IGF-BP2 
IGF- BP3 
NOS2 
TGF-« 
VEGF 

Cytoskalotal structure 
KAT14 
KRT18 
KRT19 
VM 

Angloganasis 
EG-VEGF 
ENG 
LEP 
LRP1 
TGF -J33 
VEGF 

TranscriptJonal roguladon 
DEC1 
DEC2 
ETS-1 
NUR77 

Glue.ose metabollsm 
HK1 
HK2 
AMF/GPI 
EN01 
GLUT1 
GAPDH 
LDHA 
PFKBF3 
PFKL 
PGK1 
PKM 
TPI 

Extracollular matrix metabollsm 
CATHD 
Collagen type V (a 1) 
FN1 
MMP2 
PAl1 
Ptolyl-4 -hydroxylase a (1) 
UPAR 

Figure 4 : Principaux gènes cibles de HIF-1 classés suivant leur fonction (Semenza, 
2003). 
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donc être vues comme des senseurs à oxygène (figure 3) (Epstein et al., 2001 ; Jewell et al., 
2001). 

Des expériences de silençage à l'aide de siRNA de chacune de ces trois prolyl
hydroxylases ont montré que HIF-la était modifié en condition normale de normoxie par la 
PDH2. Cette enzyme semble être codée par un gène qui est sous le contrôle d'un promoteur 
dépendant de HIF-1. HIF-1 serait donc capable de s' auto-réguler en maîtrisant sa propre 
stabilité par le contrôle de ce gène. Le silençage, à l'aide de siRNA, de PDH2 a pour 
conséquence la stabilisation de HIF-1 a en normoxie ainsi que sa translocation dans le noyau 
où il est transcriptionnellement actif. 

La lysine 532 qui se trouve également dans ce domaine peut quant à elle être acétylée 
par ARD. Cette enzyme transfère un groupement acétyl à partir d'acétyl-CoA sur cet acide 
aminé (Jeong et al., 2002). Toutes ces modifications post-traductionnelles permettent 
l'interaction de HIF-1 a avec p VHL, elles favorisent donc sa dégradation par le protéasome 
(figure 3). 

En condition d'hypoxie, ces enzymes sont incapables de modifier ces trois acides 
aminés. L'interaction avec pVHL est alors impossible. HIF-la est donc stabilisé, transloque 
dans le noyau et peut dimériser avec ARNT pour former le facteur de transcription HIF-1, 
mais la formation de celui-ci n'implique pas forcément qu'il soit actif d'un point de vue 
transcriptionnel. 

1.3.2.2.L 'activation 

La régulation de l'activité de HIF-1 se fait également au niveau des domaines de 
transactivation, C-T AD et N-T AD de HIF-1 a. En normoxie, le domaine C-T AD est inactif 
en raison de son hydroxylation au niveau d'un résidu asparagine, Asn-803 , par la dioxygénase 
FIH-1 (Factor inhibiting HIF-1) (Hewitson et al., 2002; Lando et al., 2002). Cette 
hydroxylation empêche l'interaction de HIF-la avec les co-activateurs p300 et CBP. Comme 
les prolyl hydroxylases, FIH-1 est une dioxygénase dépendante du fer et du 2-oxoglutarate et 
qui requiert également la vitamine C pour maintenir le fer à l'état réduit (Hewiston et al., 
2002; Lando et al., 2002). FIH-1 peut également être vu comme un senseur d'oxygène car il 
utilise l'oxygène comme substrat. N-TAD est quant à lui actif en normoxie. C'est pour cette 
raison que HIF-1 est actif même en normoxie quand p VHL est absent. 

En normoxie, des phosphorylations semblent également jouer un rôle important dans 
l'activation et la traduction de HIF-la (Salceda et al., 1997; Wang et al., 1995). La synthèse 
de HIF-la est stimulée par l'activation de la phosphatidyl inositol 3-kinase (PI3K) et par la 
voie des mitogen-activated protein kinase (MAPK). L'élément déclencheur de ces deux voies 
est la liaison d'un facteur de croissance au niveau d'un récepteur tyrosine kinase (Zhong et al., 
2000; Zundel et al., 2000; Laughner et al., 2001 ; Fukuda et al., 2002; Hellwig-Burgel et 
al.,2003). La PBK agit via l'activation de Akt alors que la voie des MAPK comprend les 
protéines Ras, MAP/ERK kinase. Les MAPK permettent également l'augmentation de 
l'activité transcriptionnelle de HIF-1 par la phosphorylation du co-activateur p300 par ERK 
en hypoxie. Cette phosphorylation facilite la liaison du co-facteur avec le domaine de 
transactivation C-terminal de HIF-la (Sang et al., 2003). 

1 .4.Les gènes cibles 

HIF-1 agit comme un régulateur d'expression régulée par l'oxygène. Plus de 60 gènes 
ont été identifiés comme étant des gènes cibles de HIF-1 (figure 4). Ces gènes sont impliqués 
dans l'adaptation des cellules à l'hypoxie. Ils codent pour des transporteurs de glucose, des 
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enzymes de la glycolyse et des protéines qui interviennent dans le métabolisme du fer ainsi 
que pour des facteurs angiogéniques, de prolifération ou de survie (Semenza, 2003). 

1. 4.1.Les gènes cibles impliqués dans le métabolisme du glucose 

HIF-1 est responsable de la réorientation du métabolisme vers la glycolyse, observée 
en condition d'hypoxie afin de produire de l' A TP de manière indépendante de l ' oxygène 
(Dang et Semenza, 1999 ; Seagrove et al., 2001 ). Cette réorientation se fait via l'expression 
dépendante de HIF-1 de gènes qui codent pour des enzymes de la glycolyse ainsi que pour les 
transporteurs GLUT-1 et GLUT-3 (Chenet al., 2001). La production d 'ATP est beaucoup 
moins élevée lors de la glycolyse car elle ne fournit que deux moles d 'ATP pour une mole de 
glucose alors que le cycle de Krebs couplé à la respiration en fournit 36 mais cette 
réorientation comporte des avantages intéressants pour des cellules en prolifération. 
Beaucoup d'intermédiaires de la glycolyse peuvent en effet servir de précurseurs de certains 
acides aminés comme la glycine ou la sérine mais aussi de purines ou pyrimidines. 

1.4.2.Les gènes cibles impliqués dans l'oxygénation des tissus 

Le système vasculaire est régulé par la tension en oxygène. Lorsque la tension en 
oxygène diminue, l'angiogenèse est stimulée. La stimulation de l ' angiogenèse est 
principalement due à la production de VEGF (Vascular endothelial growth factor) qui est un 
des principaux gènes cibles de HIF-1 (Liu et al. , 1995 ; Forsynthe et al. , 1996; Levy et al. , 
1995). Le VEGF permet le recrutement de cellules endothéliales dans des domaines 
d'hypoxie et non-vascularisés ainsi que la prolifération de ces cellules par son interaction avec 
son récepteur VEGFR situé en membrane des cellules endothéliales (An et al., 2000 ; Berra et 
al., 2000 ; Harris, 2000 ; Josko et al, 2000; Conway et al. , 2001). L'induction locale de 
l'angiogenèse par le VEGF mène à une augmentation de la densité vasculaire et à une 
diminution de la distance de diffusion de l'oxygène. 

L'apport d'oxygène sous conditions pathophysiologiques est aussi influencé par les 
phénomènes de vasodilatation dus à la production de NO, de CO, d'adrenoméduline ou par 
l'activation de récepteurs al P-adrénergiques qui sont tous codés par des gènes cibles de HIF
I (Melillo et al. , 1995; Eckhart et al, 1997; Lee et al,1997; Hu et al. , 1998 ; Palmer et al. , 
1998 ; Nguyen et Claycomb, 1999). En plus de son rôle dans l'expression du VEGF, de 
l 'EPO et dans la vasodilatation, HIF-1 intervient égal~ment dans la maturation des vaisseaux, 
notamment en régulant l ' expression du PDGF. 

HIF-1 contrôle aussi l'expression d'un autre facteur particulièrement important dans la 
régulation de l ' apport d'oxygène, l'érythropoïétine (EPO). Ce facteur de croissance stimule 
la production de globules rouges et permet donc une réponse adaptative systémique à 
l'hypoxie. 

1.4.3.Les gènes cibles impliqués dans le métabolisme du fer 

Le métabolisme du fer est également régulé par HIF-1. L'incorporation du fer dans 
l'hémoglobine requiert la formation de groupements hèmiques qui est le facteur limitant de 
l' érythropoïèse. L'expression de protéines impliquées dans le transport du fer comme la 
transferrine, son récepteur ou la céruloplasmine est stimulée en condition d'hypoxie grâce à la 
stabilisation et l'activation du facteur de transcription HIF-1. 
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1. 4. 4.HIF-1 et la prolifération cellulaire 

HIF-1 est aussi impliqué dans la régulation de la prolifération cellulaire car il régule 
l'expression de facteurs de croissance comme l'IGF-2 et le TGF-a (Feldser et al. ,1999; 
Kristinamochory et al. , 2003). De plus, l'IGF induit l'expression de HIF-la via la voie de 
transduction du signal initiée par son récepteur l'IGFR alors que le TGF-a induit la 
prolifération cellulaire en se liant à son récepteur, EGFR (Semenza, 2003) . Le rôle de HIF-1 
est renforcé par les kinases activées par les mitogènes, p42/p44, qui phosphorylent HIF-la et 
augmentent ainsi l'expression de ses gènes cibles (Berra et al. , 2000). On observe alors une 
boucle de rétroaction positive. 

Lorsqu'elle est soumise à des conditions d'hypoxie, la cellule ne peut survivre que si 
elle s'adapte. Ainsi, différents mécanismes sont mis en place dont la plupart sont sous la 
dépendance du facteur de transcription HIF-1. Cependant, si les conditions d'hypoxie sont 
trop sévères ou se prolongent, la cellule ne pourra survivre. Elle mourra alors et ce processus 
peut se passer par l'induction de l'apoptose. Nous allons décrire les caractéristiques et la 
régulation de l'apoptose dans le chapitre suivant. 
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2.L'apoptose 

L'apoptose tire son nom de la chute programmée des feuilles . L ' apoptose est un 
processus contrôlé génétiquement qui est initié aussi bien par des stimuli physiologiques 
intra- ou extra-cellulaires que par des stimuli pathologiques qui portent atteinte au bon 
fonctionnement de la cellule comme une infection virale, un choc thermique, un stress 
oxydatif ou des dommages induits à l' ADN. 

Elle joue un rôle crucial dans le développement et le maintien de l'homéostasie 
cellulaire qui résulte d'un équilibre entre la prolifération et la mort cellulaire (Kerr et al., 
1972; Wyllie, 1987). Des dérégulations de l'apoptose, qui aboutissent à une mort cellulaire 
excessive ou insuffisante, sont impliquées dans certaines pathologies humaines (Thompson, 
1995). Ainsi, une déficience dans l'apoptose va entraîner des syndromes prolifératifs associés 
à un processus de tumorisation alors qu'une activation anormalement élevée va donner lieu à 
un phénomène de dégénérescence comme observé lors de nombreuses maladies 
neurodégénératives telles que la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson ou la sclérose 
latérale amyotrophique. 

L'apoptose est un processus séquentiel qui peut être initié par de nombreux stimuli 
mais toutes les voies d'initiation possibles convergent vers une seule voie d'exécution 
caractéristique qui démantèle progressivement la cellule, au contraire de la nécrose qui est une 
mort cellulaire désordonnée. Les cellules en apoptose présentent des caractéristiques 
particulières qui apparaissent au fil des différentes étapes de la phase d'exécution. 

2.1.Caractéristiques morphologiques d'une cellule en apoptose 

Les cellules en apoptose présentent des caractéristiques morphologiques et 
biochimiques qui permettent de les distinguer des cellules normales ou des cellules qui 
meurent par nécrose (figure 5). 

Tout d ' abord, les cellules en apoptose vont s'isoler en perdant le contact avec les 
autres cellules. Une condensation de leur noyau et de leur cytoplasme est observée 
engendrant une diminution du volume cytoplasmique. Au niveau du noyau, on observe une 
condensation de la chromatine en périphérie du noyau et un clivage de l 'ADN en fragments 
réguliers multiples de 180 bp par une DNAse activée spécifiquement lors de l'apoptose. La 
DNAse, une fois activée, clive l 'ADN entre les nucléosomes. Cette activité spécifique permet 
d'observer, après migration del' ADN génomique sur un gel d ' agarose, une «DNA ladder » 
caractéristique d'une cellule en apoptose (Wyllie et al., 1980 et 1984) et qui permet de la 
distinguer d'une cellule en nécrose dans laquelle la fragmentation se fera de façon aléatoire. 
De nombreuses modifications ont également lieu au niveau des mitochondries, notamment 
pour permettre la libération du cytochrome c. 

La cellule entière finit par être démantelée sous forme de vésicules ou corps 
apoptotiques qui contiennent le cytoplasme, les organelles cellulaires ainsi que la chromatine 
fragmentée. Une fois dans le milieu extra-cellulaire, ces corps apoptotiques vont être 
phagocytés par des macrophages ou des cellules avoisinantes. Afin de faciliter leur 
phagocytose, la cellule signale son état en changeant la localisation des molécules de 
phosphatidylsérine du feuillet interne au feuillet externe de la membrane plasmique. 

Il est à noter que lors de l ' apoptose, l'intégrité de la membrane plasmique est 
conservée, ce qui permet d ' éviter les risques d'inflammation dus au déversement du contenu 
cytoplasmique rencontré lors de la nécrose (Kerr et al. , 1972 ; Savill, 1998 ; Wyllie et al. , 
1980). Contrairement à la nécrose, de l'énergie sous la forme d' ATP est nécessaire, 
notamment pour le phénomène de condensation du noyau. 
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Toutes ces modifications sont le fruit de l'activité de protéases activées spécifiquement 
lors de l'apoptose, les caspases (Haufmann et Hengartner, 2001 ; Hengartner, 2000). 

2.2.Les caspases 

Les caspases (cysteinyl aspartate-specific proteases) sont des membres de la famille 
des cystéines protéases qui ont la capacité de cliver leurs substrats au niveau du carboxyl du 
résidu Aspartate. Elles possèdent toutes un site catalytique très conservé, composé d'un 
résidu cystéine inclus dans une séquence peptidique de type QACxG. 

Les caspases sont synthétisées sous la forme de zymogènes qui contiennent un 
prodomaine N-terminal, une grosse sous-unité (p20/~) de 17-22 kDa et une petite sous-unité 
(pl0/a) de 10-12 kDa. Leur conversion en enzyme mature nécessite au moins deux clivages 
au niveau de résidus aspartates . Un premier entre les deux sous-unités et le second entre la 
grosse sous-unité et le prodomaine. Les deux sous-unités vont alors s'assembler avec les 
deux sous-unités d'une autre caspase pour former une caspase active. Une caspase active est 
donc un tétramère a2~2 (Walker et al., 1994; Wilson et al. , 1994; Rotonda et al. , 1996) 
(figure 6). 

Les caspases peuvent être classées en deux groupes, les caspases initiatrices qui ont un 
pro-domaine long et les caspases effectrices qui ont un pro-domaine court. 

2.2.1.L 'activation des caspases 

Les caspases initiatrices sont nécessaires à l'activation des caspases effectrices. 
L'activation des caspases se fait en cascade puisque certaines caspases ont comme substrats 
d'autres caspases (figure 7). Cette organisation permet la régulation et une amplification très 
rapide du système. 

L'induction de l'apoptose via des récepteurs spécialisés dans la mort cellulaire, 
appelés « death receptor » entraîne l'activation des caspases initiatrices 2, 8, 9 et 10. Cette 
activation se fait via l'interaction protéine-protéine entre le prodomaine des caspases et des 
adaptateurs qui ont le même module d'interaction. La caspase 8 est activée via des « death 
receptors » tels que CD95 (Apo-1/Fas). Ces récepteurs permettent le recrutement de plusieurs 
procaspases 8 via des protéines adaptatrices comme FADD par l'intermédiaire des « death 
domain » (DD) et les « death effector domain » (DED). Le complexe protéique ainsi formé 
porte le nom de DISC ( death inducing signaling complex). 

La faible activité protéase des procaspases 8 leur permet en cas de proximité de se 
cliver les unes les autres (Muzio et al, 1998). La caspase 8 peut alors cliver la caspase 3 dans 
des cellules qui appartiennent à la lignée des lymphoïdes. Dans tous les autres types 
cellulaires, l'activation de la caspase 8 est insuffisante pour activer directement la caspase 3. 
Le système nécessite d'abord une amplification via l'activation de la caspase initiatrice 9, 
dépendante de l'activité de la caspase 8. Cette activation se fait via le clivage par la caspase 8 
d'une protéine pro-apoptotique de la famille Bcl2 appelée Bid. Le fragment principal qui 
résulte de ce clivage, tBID (truncated Bid), va ensuite activer la voie mitochondriale qui 
implique la libération du cytochrome c ainsi que d'autres polypeptides comme Apaf-1, AIF, 
l'endonucléase G et SMAC/DIABLO (Loeffler et Kroemer, 2000). 

La libération du cytochrome c peut aussi être déclenchée par d'autres protéines pro
apoptotiques de la famille des Bcl2 comme Bax, Bak ou Bad. Ces protéines qui résident 
habituellement dans le cytoplasme sont transloquées au niveau de la membrane externe des 
mitochondries où elles subissent un changement de conformation, s 'oligomérisent et facilitent 
la libération du cytochrome c. 
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Une fois dans le cytoplasme, le cytochrome c provoque la formation d'un complexe 
multimérique avec Apaf-1 (apoptotic protease-activating factor-1), ce qui engendre un 
changement de conformation ATP- ou ADP-dépendant de cette protéine. Une fois ce 
changement de conformation effectué, Apaf-1 lie les procaspases 9, formant ainsi 
l' Apoptosome (voir point 2.3.2). 

L'activation des caspases 9 se passe au niveau de ce complexe car l'interaction entre 
Apaf-1 et les procaspases 9 augmente l'activité enzymatique des procaspases 9, leur 
permettant de s'activer l'une l'autre (Beere et al., 2000; Cain et al. , 1999 et 2000). 

Une fois les caspases initiatrices activées, l'activation se propage en cascade à toutes 
les autres caspases effectrices qui ont pour rôle d'inactiver les voies protectrices et d'activer 
des molécules qui sont impliquées dans la destruction cellulaire. Il s'agit des caspases 3, 6 et 
7. Ces caspases sont incapables de s'activer seules car elles ont une activité intrinsèque nulle. 
Leur activation dépend donc de l'activation des caspases initiatrices 8 et 9. 

2.2.2.Les substrats des caspases 

Chaque caspase est très sélective. Leurs substrats sont notamment des protéines 
nucléaires qui peuvent participer au clivage ou la réparation de l 'ADN. La caspase 3 induit la 
fragmentation de l'ADN via le clivage de PARP et ICAD. 

2.2.2.1.PARP 

PARP (poly-ADP-ribose polymérase) est une enzyme présente en grande quantité 
dans le noyau. Elle est constituée de 3 domaines, un domaine N-terminal responsable de la 
liaison à l'ADN, un domaine C-terminal responsable de son activité catalytique et d'un 
domaine d'automodification qui relie les deux autres domaines. 

P ARP est impliqué dans la réparation des dommages à l 'ADN. Il reconnaît les 
cassures de l' ADN, s'y fixe et catalyse la synthèse de poly-ADP-ribose au niveau des 
histones, de facteurs de transcription, d'enzymes de réparation de l'ADN ainsi que sur lui
même. Ce polymère étant chargé négativement, il va provoquer le détachement de P ARP par 
répulsion électrostatique afin de laisser la place au réparosome. Les charges négatives au 
niveau des histones facilitent la réparation en provoquant l'ouverture de la chromatine, ce qui 
rend 1 'ADN plus accessible aux enzymes impliquées dans la réparation. P ARP est également 
impliqué dans les mécanismes de structuration de la chromatine, la réplication, la 
transcription, la dégradation des protéines. Le clivage de PARP par les caspases 3, 6 et 7 en 
un fragment de 85 kDa et un autre de 24 kDa, lors de l'apoptose, le rend inactif. 

2.2.2.2.ICAD 

La fragmentation de l' ADN est principalement due à l'action de CAD ( caspase 
activated DNAse ), une endonucléase de 40 kDa. CAD est présente dans les cellules à tout 
moment mais ne devient active que lors de l'apoptose. En temps normal, CAD est séquestrée 
dans le cytoplasme par son inhibiteur ICAD car ICAD masque la séquence NLS de CAD 
(Nagata, 2000). En condition d'apoptose, ICAD est clivé par la caspase 3, ce qui permet la 
translocation et l'action de CAD qui catalyse le clivage de l' ADN entre les nucléosomes (Liu 
et al., 1997; Sakahira et al., 1998). La fragmentation de l'ADN nécessite aussi l'inactivation 
des enzymes impliqués dans la réplication et la réparation comme la topoisomérase II. 

Au niveau du noyau, l'action des caspases est aussi responsable de la perte de forme 
du noyau, par le clivage des lamines. Les lamines sont des protéines intra-nucléaires qui 
maintiennent la forme du noyau et qui permettent l'interaction entre la chromatine et 
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Figure 8 : Classification et structure des protéines de la famille Bcl2 
Les protéines de la famille Bc12 sont classées en 3 groupes en fonction de la nature de leurs 
domaines. Ceux-ci déterminent le caractère pro- ou anti-apoptotique de la protéine. Les 
membres du groupe 1, anti-apoptotiques, comportent 4 domaines, BHI , BH2, BH3 et BH4. 
Les protéines du groupe 2 ne comportent pas de domaine BH4 alors que les membres du 
groupe 3 ont uniquement le domaine BH3. Ces deux derniers groupes regroupent les 
protéines pro-apoptotiques (Cory et Adams, 2002). 
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l ' enveloppe nucléaire. La dégradation des lamines est nécessaire pour la condensation de la 
chromatine et la fragmentation du noyau. 

Au niveau du cytoplasme, la perte de la structure de la cellule est due à la protéolyse 
de certaines protéines du cytosquelette incluant la fodrine, la gelsoline et l'actine. 

2.3.Rôle des mitochondries 

Les mitochondries jouent un rôle central dans la régulation de l'apoptose car beaucoup 
de protéines qui interviennent dans la régulation de l' apoptose se trouvent dans la membrane 
mitochondriale externe ou dans l'espace inter-membranaire. L'activation de l' apoptose 
nécessite la libération de plusieurs peptides de la mitochondrie vers le cytoplasme comme le 
cytochrome c, Apaf-1 et la procaspase 9. Ces trois peptides interviennent directement dans 
l' activation de l'apoptose par la formation de l' apoptosome (voir point 2.3.2). Les 
procaspases 3 et 2 sont aussi localisées au niveau de la membrane externe des mitochondries. 
La libération de ces différents facteurs est finement régulée par les protéines de la famille 
Bcl2. 

2.3.1.Les protéines de la famille Bc/2 

Les membres de la famille Bcl2 ont été classés en deux groupes en fonction de leur 
caractère pro-ou anti-apoptotique (figure 8). 

Le premier contient les protéines anti-apoptotiques comme Bcl2, Bel-X, Bcl-w, Mcl-1. 
Elles se caractérisent par la présence de quatre domaines conservés appelés Bcl-2 homology 
(BH) domain, appelés BH1-BH4 (Kelekar et Thompson, 1998). Elles ont également une 
queue hydrophobe C-terminale qui permet leur localisation au niveau de la surface 
cytosolique des membranes du réticulum endoplasmique ou des mitochondries. La plupart de 
ces protéines exercent leur rôle anti-apoptotique en se liant et en séquestrant les membres pro
apoptotiques de la famille Bcl2. 

Les membres pro-apoptotiques sont répartis dans deux sous-groupes. Le premier 
sous-groupe regroupe des protéines pro-apoptotiques comme Bax, Bak et Bok/Mtd. Elles ont 
la même structure que celles du groupe 1 mais elles ne comportent pas de domaine BH4. Bax 
et Bak sont extrêmement pro-apoptotiques et sont responsables de la libération du cytochrome 
c. Les membres du deuxième sous-groupe sont des polypeptides qui contiennent uniquement 
un domaine BH3 comme Bid, Bad ou Bik. 

2.3.1.1.Les interactions et les régulations 

Les protéines de la famille Bcl2 agissent essentiellement par interaction protéine
protéine, aussi bien par homodimérisation que par hétérodimérisation. L'hétérodimérisation 
permet essentiellement aux protéines pro-apoptotiques de neutraliser des protéines anti
apoptotiques. Le rapport entre la quantité de protéines anti-apoptotiques et de protéines pro
apoptotiques est donc très important dans le contrôle de l'apoptose comme observé pour Bcl2 
et Bax. Quand Bax est surexprimé, la forme homodimérique de Bax s' accumule et la 
sensibilité à un stimulus toxique augmente. Inversement, quand Bcl2 est surexprimé, c' est 
l'hétérodimère Bcl2/Bax qui est prépondérant et la mort est réprimée (Oltvai et al. , 1993). 

Les interactions des homodimères anti-apoptotiques Bcl2 ou Bcl-xL se font par 
l'intermédiaire des domaines BHl et BH2 (Yin et al. , 1994). Les membres pro-apoptotiques 
comme Bax et Bad peuvent interagir avec Bcl2 et Bcl-xL par l' intermédiaire du domaine BH3 
et de la poche hydrophobe formée par les domaines BHl , BH2 et BH3 de Bcl2 et Bcl-xL 
(Chittendem et al., 1995 ; Zha et al. , 1996 ; Sattler et al. , 1997 ; Simonen et al. , 1997). Les 
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membres du troisième groupe, comme Bad ou Bid ne comportent qu'un domaine BH3. Ils 
sont incapables de s'homodimériser et ne possèdent pas d'activité intrinsèque, mais ils sont 
capables de se dimériser avec les membres anti-apoptotiques. Cette dimérisation permet la 
séquestration des membres anti-apoptotiques et favorise la formation des homodimères pro
apoptotiques. 

La régulation de l ' activité des membres de la famille Bcl2 se réalise aussi par des 
modifications post-traductionnelles comme des phosphorylations. Bad est ainsi phosphorylé 
par la kinase Akt en présence d'interleukine-3 (Il-3) ou de NGF. Cette phosphorylation 
permet à la protéine cytosolique 14-3-3 de séquestrer Bad dans le cytosol (Zha et al., 1996). 
Bcl2 peut aussi être phosphorylée au niveau d'une sérine, ce qui la rend incapable d'interagir 
avec Bax. La kinase responsable de cette phosphorylation est la sérine/thréonine Raf-1 
(Chang et al.,1997; Haldar et al.,1995). 

2.3.2.Le cytochrome cet l'apoptosome 

Le cytochrome c est un des composants de la chaîne respiratoire. Il est codé par un 
gène nucléaire et est traduit sous la forme d'un précurseur incapable d'induire l'apoptose. Le 
précurseur va ensuite être transloqué au niveau de l'espace mitochondrial interne par un 
mécanisme qui se distingue de ceux employés pour les autres protéines mitochondriales . Il 
est importé sous la forme d'une apoprotéine. Une fois dans l'espace inter-membranaire, il 
sera converti en protéine globulaire par l'ajout d 'un groupement hème par la cytochrome c 
hème lyase. Dans cette configuration, il est incapable de repasser la membrane 
mitochondriale externe. 

L'activation des caspases nécessite cependant la présence du cytochrome c au niveau 
du cytosol afin de former l ' apoptosome. Le processus par lequel le cytochrome c repasse 
dans le cytosol n'est pas connu mais il est clair que les protéines de la famille Bcl2 sont 
intimement impliquées. Trois modèles ont été avancés pour tenter d'expliquer la libération du 
cytochrome c (figure 9) (Reed, 1997 ; Adams et Cory. , 1998 ; Antonsson et Martinou, 2000; 
Gross et al., 1999). 

Le premier est basé sur la similarité de structure entre Bcl-xL et la sous-unité de la 
toxine diphtérique. Cette toxine est impliquée dans la formation d'un pore à travers la 
membrane plasmique. Ce modèle suggère que les protéines de la famille Bcl2 pourraient 
s'insérer dans la membrane mitochondriale externe en formant ainsi un canal. Des études ont 
effectivement démontré que l'intervention de Bcl2 au niveau de bicouches lipidiques 
synthétiques augmente la perméabilité de ces bicouches. 

Le second modèle suppose l'interaction entre des membres de la familles Bcl2 et 
d'autres protéines de la membrane mitochondriale externe comme VDAC (voltage dependant 
anion channel) et ANT (translocase de nucléotides adéniliques) afin de former un pore. 
VDAC et ANT sont impliqués dans l'échange ATP/ADP entre la mitochondrie et le 
cytoplasme. Les membres de la famille Bcl2 permettraient un changement de conformation 
de VDAC et ANT afin d'élargir le pore (formation d'un« mégapore »). 

La dernière hypothèse voit dans les protéines de la famille Bc12 des régulateurs de 
l'homéostasie mitochondriale. Dans ce modèle, les signaux apoptotiques altèreraient la 
physiologie de la mitochondrie résultant en une altération de la membrane mitochondriale 
externe entraînant une dissipation du potentiel transmembranaire mitochondrial ainsi qu'une 
rupture de l'homéostasie ionique et osmotique de la mitochondrie. Ces événements ont pour 
conséquence le gonflement de la matrice mitochondriale et la rupture de la membrane externe 
permettant ainsi la libération dans le cytosol du cytochrome c ainsi que d'autres protéines 
intermembranaires comme AIF, Smac/DIABLO ainsi que plusieurs procaspases (Loeffler et 
Kroemer, 2000). 

- 12 -



Caspase Activation 

Apaf-1 

- Cytochrome c 

Conformational Change 

Apoptosome Complex 

CARD (caspase 
recruitment demain) 

dATP-<Jependenl 
oligomerization through 
CARD-CARD interaction 

1, t Recruitement of f Procaspase-9 

Activation of caspase-9 
on apoptosome complex 

Activation of caspase-3 or -7 

Figure 10: Représentation schématique de l'apoptosome 
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A l 'heure actuelle, des évidences expérimentales existent en faveur et en défaveur de 
chacun de ces modèles. Aucun consensus n'existe quant au mécanisme par lequel le 
cytochrome c est transloqué de l'espace inter-membranaire vers le cytosol. 

Une fois dans le cytoplasme, le cytochrome c va interagir avec Apaf-1. La liaison de 
ces deux protéines va induire un changement de conformation qui nécessite une stabilisation 
par la liaison d' ATP. Apaf-1 va alors pouvoir interagir avec d'autres Apaf-1 pour former une 
structure en forme de roue composée de sept unités, l'apoptosome (figure 10). Chaque Apaf-
1 va alors pouvoir recruter une procaspase 9 via l'interaction de son domaine CARD 
( caspase-recruitment domain) avec celui des procaspases. La façon dont le complexe 
s'agence pour activer les caspases n'est pas encore établie. 

Apaf-1 et les procaspases 9 se localisent dans la membrane externe de la mitochondrie. 
Leur libération dépend de l'état de l'équilibre entre les membres pro et anti-apoptotiques de la 
famille Bcl2 (Chinnaiyan et al. , 1997). 

En temps normal, Bcl2 séquestre Apaf-1 et les procaspases 9 au niveau de la 
membrane mitochondriale externe via la formation d'un complexe Bcl2/Apaf-1/procaspase-9. 
Une rupture de l'interaction Apaf-1/Bcl2 permet la libération de Apaf-1 et de la procaspase-9. 
La rupture pourrait être une conséquence de l'accumulation de la protéine pro-apoptotique 
Bax qui, en interagissant avec Bcl2, contribuerait à une dissociation du complexe. 

Les membres de la famile Bcl2 ne sont pas les seuls régulateurs de l ' apoptose, d'autres 
protéines comme les IAP et AIF jouent également un rôle important. 

Les IAP (inhibitor of apoptosis proteins) sont des protéines inhibitrices de caspases. 
Elles permettent l'inhibition directe des caspase3 et 7 et l'inhibition de l'activation de la 
caspase-9. Il s'agit probablement des protéines chargées d'empêcher l' activation spontanée 
des caspases. Elles doivent donc nécessairement être inhibées lorsque l'apoptose est initiée. 
Leur neutralisation est assurée par SMAC/DIABLO, une protéine localisée dans l'espace 
inter-membranaire des mitochondries qui, en condition d'apoptose, est transloquée vers le 
cytoplasme en même temps que le cytochrome c. Une fois dans le cytoplasme, 
SMAC/DIABLO séquestre IAP permettant ainsi l'activation des caspases (Du et al. , 2000; 
Verhagen et al. , 2000). 

AIF (apoptosis inducing factor) est une flavoprotéine de 57 kDa qui porte deux 
séquences de localisation, une nucléaire et une mitochondriale. AIF est confinée dans 
l'espace inter-membranaire de la mitochondrie jusqu' à l'initiation de l' apoptose. A ce 
moment, elle va être transloquée au niveau du noyau où elle va provoquer la condensation de 
la chromatine. 

2.4.L' induction de l' apoptose 

De nombreux signaux très différents, physiologiques ou pathologiques, intra ou extra
cellulaires peuvent être à l'origine de l'apoptose. Ces signaux peuvent être classés en trois 
catégories : les carences en facteurs de croissance, les ligands extra-cellulaires qui se fixent au 
niveau des récepteurs membranaires et les lésions cellulaires engendrées par des radiations 
ionisantes, des agents cytotoxiques ou des chocs osmotiques et thermiques. Ces signaux 
n' entraînent pas forcément l'apoptose, la réponse cellulaire dépend de l'état d'activation et de 
différenciation de la cellule. En fonction de ces différentes données, la cellule peut orienter sa 
réponse aussi bien vers l'apoptose que vers la survie, la prolifération ou la différenciation. 
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peut mener soit à l'activation du facteur de transcription NF-K13, soit à l' apoptose. 
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Figure 12 : Induction de l'apoptose par Fas/CD 95 et par le granzyme B (Sigma-Aldrich). 
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2.4.1.Rôle du TNF et de Fas 

Il existe une famille de récepteurs spécialisés dans l ' induction de la mort cellulaire 
exclusivement dépendante des caspases, les « death receptors » (Enari et al. , 1995 ; 
Longthorne et Williams, 1997). Ces récepteurs appartiennent à la famille de récepteurs de 
type TNF-R (Dybedal, 1997). Ils peuvent selon le contexte promouvoir soit la survie, soit la 
mort. Parmi ceux spécialement impliqués dans la mort, il y a CD95 (Fas/Apo-1) et TNF-a 
receptor 1 (Itoh et al. , 1991 ; Oehm et al., 1992). 

Les récepteurs de la famille TNF-R sont des protéines trans-membranaires dont le 
domaine extra-cellulaire est formé de une à six régions riches en cystéine qui sont impliquées 
dans la liaison du ligand. Dans la région intra-cellulaire, ils possèdent une région conservée 
de 80 acides aminés essentielle au déclenchement du programme apoptotique appelée « death 
domain » (DD) (Tartaglia et al., 1993 ; Chaudhary et al. , 1997; Nagata, 1997). 

Les ligands de la famille du TNF sont majoritairement trans-membranaires. Le 
domaine extracellulaire de ces ligands qui permet l'interaction avec les récepteurs fait environ 
150 acides aminés . La liaison du ligand au récepteur entraîne la trimérisation des récepteurs, 
ce qui induit un changement de conformation au niveau des « death demains». Ceux-ci 
recrutent alors des protéines impliquées dans la transduction du signal apoptotique, les 
protéines adaptatrices. Ces protéines vont être alors capables de recruter, via un autre type de 
domaine d'interaction, le DED (death effector domain), les procaspases 8 pour conduire à leur 
activation. 

2.4.1.1.Induction de l'apoptose par le TNF-a 

Le TNF-a est produit par les cellules en cas de situations inflammatoires. Il permet 
notamment l' activation des macrophages en réponse à une infection. La liaison du TNF-a sur 
son récepteur le TNFRl peut avoir différents effets en fonction du type cellulaire et des 
conditions (figure 11). Dans certaines cellules, il provoquera l'expression de gènes pro
inflammatoires ou immuno-modulateurs via l' activation des facteurs de transcription NF-KB 
et AP-1 alors que dans d ' autres cellules, il induira l'apoptose. La liaison du TNF à son 
récepteur mène à une trimérisation des récepteurs et à un changement de conformation des 
« death domains ». Ce changement de conformation va permettre le recrutement de la 
protéine adaptatrice TRADD (TNFR-associated death domain) par l ' interaction des death 
demains . TRADD peut alors lier différentes protéines. Par le recrutement de TRAF2 (TNF
associated factor 2), il active NF-KB et AP-1 alors qu ' en liant FADD, il induira l ' apoptose par 
l ' interaction de FADD avec les procaspases 8 via une interaction entre leur DED. 

2.4.1. 2.Induction de l 'apoptose par FasL/CD95L 

FasL est un ligand trimérique qui en se liant à son récepteur Fas entraîne sa 
trimérisation et le changement de conformation de ses domaines d ' interaction DD. Ceux-ci 
sont alors capables de se lier à leurs homologues situés sur les protéines FADD. Le complexe 
CD95-FADD lie ensuite des procaspases 8 par l'intermédiaire de leur domaine d'interaction 
homologue présent dans leur long pro-domaine (figure 12). La proximité des procaspases 8 
recrutées leur permet de se cliver mutuellement. 

Une fois actives, elles se détachent du complexe DISC et propagent l'activation à toute 
la cascade des caspases. La caspase 8 est responsable de l'activation des caspases 3 et de la 
voie mitochondriale via le clivage de Bid. Ce dernier peut également être clivé par le 
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Figure 13: Implication du facteur de transcription IIlF-1 dans la régulation de l'apoptose 
Le rôle de HIF-1 dans la régulation de l'apoptose semble être dépendant de la tension en 
oxygène qui se marquerait par l'état de phosphorylation de la sous-unité HIF-la.. Un niveau 
de phosphorylation élevé de la sous-unité HIF-la. lui conférerait un rôle anti-apoptotique 
alors que HIF-la. déphosphorylé pourrait jouer un rôle pro-apoptotique (Piret et al. , 2002). 
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Granzyme B, une aspartate protéase localisée dans les granules des lymphocytes T 
cytotoxiques. 

2.4.2.La déprivation de sérum 

La présence de facteurs de survie, comme les facteurs de croissance, dans le milieu 
extra-cellulaire assure une inhibition de l'apoptose. Les facteurs de croissance en se liant à 
leur récepteur induisent la phosphorylation de la kinase Akt via l'activation de la PI3K 
(phosphatidyl inositol 3-phosphate kinase). Akt est responsable de la phosphorylation de la 
protéine pro-apoptotique Bad. La phosphorylation de Bad a pour conséquence sa 
séquestration dans le cytosol par la protéine 14-3-3. En l'absence de facteurs de croissance, 
Bad n 'est plus phosphorylé et séquestré, il peut alors remplir son rôle pro-apoptotique en 
interagissant avec des membres anti-apoptotiques de la famille Bcl2 au niveau de la 
mitochondrie et ainsi induire le relargage du cytochrome c. 

2.4.3.Les dommages à / 'ADN 

Il existe un groupe de kinases, appelées ATM, spécialisées dans la détection des 
dommages au niveau del' ADN. Ces enzymes sont formées d'un domaine de liaison à l' ADN 
ainsi qu 'un domaine catalytique de type PI3K. Elles sont capables de se fixer au niveau des 
brins d ' ADN libres (Smith et al. , 1999). Une fois fixées, elles catalysent une cascade de 
phosphorylations qui permet de signaler les dommages aux points de contrôle et aux enzymes 
de réparation. 

L'activation des points de contrôle mène à la phosphorylation de p53. p53 subit alors 
un changement de conformation qui augmente sa stabilité. Le facteur de transcription p53 , 
étant stabilisé et actif sous forme de tétramère, va augmenter l'expression de régulateurs du 
cycle cellulaire comme p21 , GADD45 mais aussi de certains membres des voies d'induction 
de l'apoptose comme Bax et CD95. 

2.5.L 'hypoxie et l 'apoptose 

Le rôle de HIF-1 dans l'adaptation des cellules à l'hypoxie est bien connu. Cependant, 
l'hypoxie peut également jouer un rôle modulateur de l'apoptose via la stabilisation de HIF-
1 a et l 'activation du facteur de transcription HIF-1. Suivant la sévérité et la durée de 
l'hypoxie, le rôle de HIF-1 peut aussi bien être pro-apoptotique que anti-apoptotique (Piret et 
al, 2002) (figure 13). 

L'exposition des cellules à une hypoxie prolongée ou sévère induit l'apoptose par 
l'intermédiaire de HIF-la par au moins deux mécanismes. Premièrement, HIF-1 induit 
l'expression de gènes qui codent pour des protéines comme Nip3 qui est un membre pro
apoptotique de la famille Bcl2 (Sowter et al. , 2001 ; Bruick, 2000). Deuxièmement, l'hypoxie 
permet la stabilisation de p53, habituellement dégradé par le protéasome suite à son 
association avec MDM2 (Graeber et al., 1994). p53 semble interagir directement avec HIF
la. Cette interaction permet la stabilisation de p53 mais aussi une inhibition de la 
transcription HIF-1 dépendante suite à une compétition entre ces deux protéines pour les co
activateurs CBP/p300 et la protéine MDM2 (An et al. ,1998). MDM2 induit la dégradation de 
HIF-la via la formation d'un complexe p53 /HIF-la/MDM2 (Blagosklonny et al. , 1998; 
Ravi et al. , 2000). La stabilisation de p53 induit l'expression de ses gènes cibles comme p21 
qui intervient dans l'arrêt du cycle cellulaire mais aussi l'induction de l'apoptose via 
l'expression de protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl2 comme Bax. 
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Dans d'autres cas, l'hypoxie semble protéger les cellules de l'apoptose via des 
mécanismes dont certains nécessitent l'activation de HIF-1. HIF-1 permet par exemple 
l'expression de protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl2 et sa surexpression notamment 
au niveau de cellules pancréatiques cancéreuses leur confère une protection contre l'apoptose 
induite par l'hypoxie ou la privation de nutriments (Akakura et al., 2001). L'hypoxie semble 
aussi fournir une protection contre l'apoptose induite par la privation de sérum en inhibant le 
passage du cytochrome c dans le cytoplasme via la diminution du ratio Bax/Bcl2. 

Le choix du rôle pro- ou anti-apoptotique semble être déterminé par l'état de 
phosphorylation de la sous-unité HIF-la, la forme phosphorylée semble avoir plus d'affinité 
pour ARNT alors que la forme non-phosphorylée interagit avec p53 pour médier l'effet pro
apoptotique. L'effet pro-apoptotique aurait lieu lors des hypoxies sévères ou prolongées alors 
que l'effet anti-apoptotique s'observerait lors d'hypoxies légères ou brèves (Suzuki et al., 
2001). 

Le rôle de HIF-1 et de sa sous-unité a dans la modulation de l'apoptose paraît donc 
très controversé. Une approche permettant de mieux comprendre ce rôle serait d'inhiber 
l'expression de la sous-unité a par l'utilisation d'ARN interférant et d'étudier les 
conséquences de cette inhibition sur l'apoptose des cellules. Cette approche, nouvelle et 
prometteuse, est explicitée dans le chapitre suivant. 
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Figure 14: Similitudes entre les mécanismes de RNAi (a) et de stRNA (b) 
Les mécanismes de RNAi et de stRNA diffèrent principalement par leur précurseur. Si le 
RNAi implique au départ une molécule d' ARN double brin parfaitement complémentaire, le 
précurseur de stRNA se présente sous la forme d'une hairpin avec des régions non 
complémentaires. Si ces 2 mécanismes nécessitent probablement tous les 2 Dicer et RISC, il 
se peut que ces complexes se comportent de façons différentes. L'association des siRNA 
avec RISC mène à la dégradation de l'ARNm cible alors que l'association des stRNA avec 
RISC entraîne une répression de la traduction (Dykxhoom et al. , 2003). 
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3.RNAi 

3.1.Origine 

Tous les organismes ont des systèmes de protection évolués pour limiter l'expression 
de gènes exogènes. Les virus et les transposons sont par exemple des dangereux parasites 
dont l' expression des gènes et la réplication doivent être réprimées ( Jensen et al., 1999 ; 
Kening et al. , 1999 ; Ratcliff et al., 1999). Certains virus ont toutefois acquis la capacité de 
contourner ou d' inhiber un tel système de défense (Anandalakshmi et al. , 2000 ; Lucy et al. , 
2000 ; Voinnet et al. , 2000). 

Ce mécanisme a été découvert pour la première fois lors d'une étude sur des pétunias 
par Rich Jorgensen. En essayant d' augmenter l'intensité de la coloration par l'introduction 
d'un gène impliqué dans la coloration sous le contrôle d'un promoteur fort, il a observé au 
contraire que l' intensité de la coloration était fortement diminuée, voire annulée. Ce 
phénomène fut appelé co-suppression puisque l'expression du gène introduit et du gène 
endogène homologue était supprimée. 

Des études sur d' autres plantes ainsi que sur certains mycètes comme Neurospora 
crassa ont révélé la présence d'un tel phénomène de manière généralisée. Dans certains cas, 
le silençage semble impliquer une méthylation gène spécifique (transcriptional gene silencing 
(TGS)) alors que dans d'autres cas, le silençage se passe au niveau post-traductionnel via la 
dégradation de l' ARN messager au niveau du cytoplasme (post-transcriptionnal gene 
silencing (PTGS)). 

Cependant, les découvertes les plus intéressantes ont été réalisées sur Caenorhabditis 
elegans. Des études ont permis d'identifier des ARN double brin (dsRNA) comme facteurs 
responsables du silençage. L'introduction de dsRNA dans Caenorhabditis elegans inhibe 
l' expression du gène homologue de façon plus efficace que l' ARN sens ou anti-sens. Ce 
système appelé RNAi (ARN interférant) est comparable au « quelling » rencontré chez la 
levure et au PTGS des végétaux puisqu'il agit au niveau post-transcriptionnel. Une autre 
indication qui permet de faire la liaison entre ces trois systèmes est la découverte de 
l' implication de dsRNA dans le PTGS. Le RNAi pourrait être impliqué chez les mammifères, 
en plus de la protection anti-parasite, dans l'inactivation d'un des chromosomes X ainsi que 
dans l' inprinting. 

3.2.Le mécanisme 

Le RNAi est responsable d'un clivage de l'ARN messager cible au niveau de ses 
zones d'homologie avec un dsRNA qui est impliqué dans le RNAi (Zamore et al, 2000). Ce 
dsRNA doit préalablement subir un traitement par le mécanisme du RNAi avant de pouvoir 
cibler l 'ARN messager cible. Les médiateurs du RNAi sont en fait des petits fragments 
d' ARN doubles brins appelés siRNA (small interferant RNA) qui sont générés par le clivage 
du dsRNA par le complexe protéique Dicer (Hamilton et Baulcombe, 1999 ; Hammond et al. 
1999 ; Zamore et al. , 2000) (figure 14). 

3.2.1.Le complexe DICER: l 'étape d 'initiation 

Le siRNA est un fragment d' ARN double brin qui se caractérise par une longueur de 
21 à 23 nucléotides. Il se termine par des extrémités 3 '-protrudantes. Les extrémités 3' 
portent un groupement hydroxyle alors que les extrémités 5' portent un groupement 
phosphate (Elbashir et al. , 2001). Cette configuration des siRNA suggère un clivage par une 
enzyme de la famille RNAse III. Le complexe responsable de ce clivage est appelé DICER 
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Figure 15 : Représentation schématique des complexes Dicer et RISC 
Le mécanisme de RNAi est initié par le complexe Dicer qui clive les ARN double brin en 
siRNA. Dicer est assimilé à une enzyme dimérique qui comporte 4 domaines RNAseIII mais 
un seul domaine est actif par monomère (les domaines actifs sont représentés par 
l' astérisque). Les siRNA sont ensuite intégrés dans le complexe RISC qui va se servir des 
siRNA comme guide (http://www.cshl.edu/cancer/hotstuff3.html). 
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(Bernstein et al., 2001). Il s'agit d'un complexe ATP-dépendant formé de deux domaines 
RNAseIII antiparallèles qui déterminent quatre centres catalytiques dont seulement deux sont 
actifs. L'espacement de ces deux sites de clivage actifs détermine la longueur du siRNA, il 
varie d'une espèce à l'autre. Le complexe Dicer est également formé d'un domaine hélicase 
ainsi que d'un domaine de liaison à l'ADN. 

3.2.2.RISC : l'étape effectrice 

Une fois formés, les siRNA sont pris en charge par un autre complexe appelé RISC 
pour RNA-inducing silencing complex. Le type d'extrémités 3'-protrudantes rencontrées au 
niveau des siRNAs semble bénéfique pour la formation de ce complexe et ces extrémités sont 
requises pour la liaison de haute affinité du siRNA aux composants protéiques de RISC. Les 
siRNAs sont donc incorporés au sein de ce complexe et vont s'hybrider à l ' ARNm 
correspondant. RISC va alors catalyser le clivage de l 'ARNm au centre de la région reconnue 
par le siRNA. Les deux brins du siRNA pourraient cependant remplir des fonctions 
différentes (figure 15). Le brin anti-sens pourrait directement interagir avec l'ARNm alors 
que le brin sens pourrait indirectement participer au RNAi en protégeant le brin anti-sens de 
l'activité RNAse de RISC. L'activité de RISC comme celle de DICER est dépendante de 
l' ATP (Brantl, 2001). 

3.2.3.RdRP: l'étape d 'amplification 

La présence d'une RNA-polymérase-RNA-dépendante (RdRP) pourrait expliquer la 
propagation du mécanisme de RNAi chez certaines espèces. Cette RdRP pourrait jouer un 
rôle central dans l'amplification des dsRNA et donc des siRNA (Lipardi et al., 2001). Cette 
enzyme pourrait se servir des siRNA comme amorce afin de synthétiser de nouveaux dsRNA 
en se servant de l' ARNm cible comme template. L 'ARNm cible serait ainsi converti en 
dsRNA qui pourrait être clivé à son tour en siRNA par DICER. 

La RdRP a été identifiée chez les plantes, les mycètes et les vers et son activité a 
clairement été démontrée chez la drosophile, mais aucune RdRP n'a été identifiée par 
homologie de séquences chez l'homme jusqu'à présent (Cogoni et Macino, 1999; Mourrain 
et al., 2000; Dalmay et al. , 2000; Sijen et al., 2001). 

3.2.4.miRNA 

Une mutation dans un des gènes qui codent pour une protéine impliquée dans le 
mécanisme de RNAi est responsable de défauts dramatiques du développement, suggérant un 
lien entre le RNAi et le développement. Ceci est dû à l'implication du Dicer dans la 
génération de miRNA. Les miRNAs (micro RNA) sont des répresseurs traductionels 
séquence-spécifiques qui comprennent plusieurs types de miRNA comme les stRNA (small 
temporal RNA) (figure 14), les sdRNA (spatial development), les srRNA (stress response 
RNA) ou les ccRNA (cell cycle RNA) qui ne diffèrent que par leurs conditions d'activation. 
Ils sont générés par une voie parallèle du mécanisme du RNAi qui a en commun avec celui-ci 
le Dicer (Lee et Ambros, 2001 ). Dicer répond cependant de façon différente en fonction du 
mécanisme. Il clive des dsRNAs en siRNAs de 21 à 23 nucléotides dans le mécanisme du 
RNAi alors qu'il clive les précurseurs de stRNA, une hairpin de 70 à 90 nucléotides, en 
stRNA simple brin de 21 à 23 nucléotides. Cette différence est probablement due au fait que 
les précurseurs de stRNA contiennent des mésappariements dans la région qui encode pour le 
stRNA alors que l'appariement est parfait au niveau du dsRNA précurseur de siRNA. 
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Figure 16 : Adaptation du mécanisme de RNAi pour son utilisation expérimentale 
Le mécanisme de RNAi peut être utilisé pour inhiber l' expression d'une protéine d' intérêt. 
Afin de ne pas déclencher en transfectant les dsRNA une réponse antivirale qui bloquerait 
toute traduction, les siRNA qui auraient été obtenus suite au clivage des dsRNA par Dicer, 
sont transfectés directement (Dykxhoom et al. , 2003). 
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Figure 17: Expression des siRNA par un plasmide (Dykxhoom et al. , 2003). 
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Si les miRNA et les siRNA empêchent tous les deux l'expression de leur cible, le 
mécanisme par lequel ils empêchent l'expression est différent. Le stRNA régule l'expression 
des gènes en bloquant la traduction alors que siRNA implique la dégradation de l'ARNm. 

3 .3 .Applications 

Le mécanisme de silençage de gènes par siRNA fournit un nouvel outil pour analyser 
la fonction des gènes dans des systèmes expérimentaux in vitro et in vivo. Il est en effet 
possible d'étudier la fonction d'un gène en inhibant son expression par le mécanisme de 
RNAi tout simplement en introduisant dans les cellules del' ARN double brin correspondant à 
une partie de la séquence de ce gène. Plusieurs méthodes peuvent être employées pour les 
introduire à l'intérieur des cellules. Le choix dépend essentiellement du type d'organisme. 
Chez les organismes simples, la méthode la plus efficace est l'électroporation. Chez les 
organismes multi-cellulaires, la technique utilisée sera plutôt la micro-injection dans les 
lignées germinales ou au niveau de l'embryon. Chez Caenorhabditis elegans, d'autres 
méthodes ont montré une efficacité comparable comme par exemple, l'injection directement 
dans le pseudocoelome ou l'ingestion de bactéries qui expriment le dsRNA. 

Si l'utilisation de dsRNA est possible chez les plantes, les drosophiles, Caenorhabditis 
elegans ainsi que dans d'autres espèces, ce n'est pas le cas chez les mammifères puisque les 
dsRNA de plus de 30 nucléotides de longueur peuvent induire une réponse interféron non
spécifique qui aboutit à une inhibition globale de la traduction des ARNm. Cette réponse est 
une protection anti-virale qui est déclenchée par l' ARN double brin rencontré lors de la 
réplication des virus à ARN. Une alternative à ce problème est d'introduire dans les cellules 
directement les siRNA de 21 à 23 nucléotides (figure 16) (Elbashir et al., 2001). 

In vitro, les siRNA sont introduits dans les cellules de mammifères par des méthodes 
de transfection classiques avec un agent transfectant de type polyamide ou composé de 
polymères cationiques ou neutres. La diminution du niveau de transcrits du gène cible peut 
être détectée moins de 24 h post-transfection et elle est maintenue pendant une période de 
plusieurs jours selon le turn over des transcrits et de la protéine correspondante. 

Il est important que la séquence du siRNA soit optimale, elle doit être parfaitement 
complémentaire d'une région de l' ARNm ciblé qui soit exonique afin de toucher les ARN 
messagers déjà maturés. Cette technique nécessite donc la connaissance de la séquence du 
gène. 

L'introduction de siRNA n'entraîne donc qu'un effet à court terme. Pour faire face à 
ce problème, une autre méthode a été développée, elle consiste à introduire, à la place de 
siRNA, des plasmides qui encodent les siRNA. Le précurseur des siRNA est produit, dans ce 
cas, sous la forme d'une hairpin. Ensuite, les siRNA sont obtenus quand cette hairpin est 
clivée par Dicer (figure 17). Cette technique a un autre avantage car elle permet de choisir le 
moment et les conditions dans lesquelles l'inhibition doit avoir lieu en jouant sur le type de 
promoteur qui contrôle l'expression de l 'hairpin (Brummelkamp et al, 2002 ; Dykxhoorn et 
al., 2003). 

Le mécanisme d' ARN interférant semble donc être une technique prometteuse pour 
inhiber une protéine afin d'observer son implication dans les processus étudiés. 
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4.0bjectifs 

Le facteur de transcription RIF-1 joue un rôle dans l'adaptation des cellules à 
l'hypoxie en permettant par exemple l'expression du VEGF, de l'EPO ou des enzymes de la 
glycolyse. En plus de ce rôle, il semble qu'il soit impliqué dans la modulation de l' apoptose. 
Ce rôle est, cependant, toujours controversé car il semble dépendant des conditions d'hypoxie. 
En cas d'hypoxie sévère ou prolongée, RIF-1 apparaît comme un facteur pro-apoptotique, 
mais en cas d'hypoxie légère, une protection contre l'apoptose est observée et le facteur de 
transcription RIF-1 pourrait être impliqué dans celle-ci (Suzuki et al., 2001). 

Des études réalisées au laboratoire ont permis de mettre en évidence une protection 
apportée par l'hypoxie de l'apoptose induite par deux conditions pro-apoptotiques, la 
déprivation de sérum et l'incubation en présence de ter-butyl hydroperoxyde (t-BRP) (stress 
oxydatif). Cette protection est observée en conditions d'hypoxie réelle ou chimique (CoCh) 
et coïncide avec l'activation du facteur de transcription RIF-1. Une hypothèse serait que ce 
serait via l'activation de RIF-1 que l'hypoxie protège les cellules de l'apoptose (Piret et al., 
2004). 

Le but de ce mémoire est d'investiguer si RIF-1 joue un rôle dans la protection contre 
l'apoptose observée lors d'une hypoxie légère. Pour ce faire, nous avons décidé d'étudier 
l'effet de l'inhibition de l'expression de RIF-1 a, la sous-unité de RIF-1 régulée par l'hypoxie, 
par la technique d 'ARN interférant. 

Dans la première partie de ce travail, une mise au point des conditions de transfection 
des siRNA a été réalisée afin d'obtenir une inhibition maximale de l'expression de RIF-la. 
Ensuite, afin de voir si une inhibition de l'expression de RIF-la se traduit par une diminution 
de l'activité du facteur de transcription RIF-1, celle-ci a été mesurée en utilisant un système 
rapporteur et en suivant l' expression de deux gènes cibles de RIF-1. 

Dans la seconde partie du travail, nous avons étudié les effets de l'inhibition de RIF-1 
sur la protection apportée par l'hypoxie de l'apoptose induite chez les cellules RepG2 par 
deux stimuli différents, le ter-butyl hydroperoxyde déjà utilisé au laboratoire, et l'étoposide, 
dont nous avons déterminé les concentrations efficaces. Si RIF-1 participe à cette protection, 
son inhibition devrait induire une augmentation de l' apoptose en hypoxie. Différentes 
caractéristiques des cellules en apoptose ont été suivies incluant la mesure de l'activité des 
caspases et le clivage de la protéine P ARP. L'ensemble de ces travaux devrait nous permettre 
de mieux comprendre si RIF-1 joue un rôle dans la protection contre l'apoptose. 
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! .Culture cellulaire 

1.1.Le type cellulaire étudié 

Les cellules utilisées tout au long de ce travail sont des cellules provenant d'une lignée 
d'hépatome humain. Ces cellules sont nommées HepG2. 

1.2.Le repiquage des cellules 

1.2. ].Matériel 
o Milieu DMEM (Gibco, UK) 
o Antibiotique : · 

• Pénicilline (50 U/ml) (Bio Whittaker Europe, Belgium) 
• Streptomycine (50 µg/ml) (Bio Whittaker Europe, Belgium) 

o Trypsine-EDTA : solution de trypsine à 0,5 g/l et EDTA à 0,2 g/1 préparée dans une solutio11 
de Puck (Gibco, UK) 

o Sérum de veau fœtal (Gibco, UK) 
o Boîte de culture de 75 cm2 (T75) (Costar, Coming, USA) 
o Milieu de rinçage (PBS (Phosphate buffer saline)) 
o Tube 10 ml (Sterilin, UK) 

1.2.2.Méthode 

Les cellules HepG2 sont cultivées dans des boîtes de culture T75 et sont 
habituellement repiquées 2 fois par semaine, selon le protocole suivant. 

Le milieu de culture est décanté et les boîtes sont rincées avec 10 ml de solution de 
rinçage. Une fois le milieu de rinçage décanté, 1,5 ml de trypsine-EDTA sont ajoutés. Après 
quelques minutes, les cellules se détachent du fond de la boîte. Afin d'arrêter la réaction, 5 
ml de DMEM avec sérum sont ajoutés. Toute la suspension cellulaire est alors transvasée 
dans un tube de 10 ml et puis centrifugée à 1000 rpm pendant 4 minutes . Le surnageant est 
alors décanté et le culot est resuspendu dans du milieu DMEM+ 10% sérum. La suspension 
cellulaire est ensuite répartie dans des nouvelles boîtes T75 auxquelles du milieu 
DMEM+10% sérum est ajouté pour atteindre un volume de 13 ml. Les boîtes sont alors 
placées dans une étuve à 37°C et dans une atmosphère humide contenant 5% de CO2 . 

2.Incubation sous hypoxie 

2.1.Matériel 
o Milieu CO2-indépendant (Gibco, UK) 
o L-glutamine (Sigma, USA) 
o Antibiotique : 

• Pénicilline (50 U/ml) (Bio Whittaker Europe, Belgium) 
• Streptomycine (50 µg/ml) (Bio Whittaker Europe, Belgium) 

o ter-butyl hydroperoxyde (t-BHP) (Merck, Germany) 
o Etoposide (Merck, Germany) 
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Type de boîtes Volume de milieu COrindépendant J 
24 puits 2 ml/puits 1 

T25 10 ml 

T75 20ml 

Tableau 1 : Volume de milieu CO2-indépendant utilisé lors des incubations 
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Fi2ure 1 : Mécanisme de détection de la LDH 
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2.2.Méthode 

Le milieu DMEM+ 10% sérum est décanté et remplacé par du milieu CO2-indépendant 
(tableau 1). Les boîtes et les plaques sont ensuite ouvertes et placées dans un incubateur à 
37°C dans une atmosphère composée de 99% d'azote et de 1 % d'oxygène (Hypoxie) . Les 
boîtes contrôles sont incubées dans le même milieu dans une atmosphère normale 
(Norrnoxie). 

Pour les manipulations dans lesquelles on induit l'apoptose, les agents inducteurs, soit 
le t-BHP, soit l 'étoposide, sont ajoutés à la concentration adéquate de 5.10-5M pour le t-BHP 
et de 50 µM pour l'étoposide par des dilutions sériées dans du milieu CO2-indépendant. 

3.Test colorimétrique d'analyse de la mortalité cellulaire 

3. ! .Principe 

Cette méthode permet d'évaluer le taux de mortalité cellulaire en suivant la libération 
de la lactate déshydrogénase (LDH) du cytosol vers le milieu extra-cellulaire. Cette enzyme 
cytoplasmique présente dans toutes les cellules est rapidement libérée dans le milieu extra
cellulaire en cas de dommages au niveau de la membrane plasmique. La quantité de LDH 
libérée donne donc un renseignement sur l'état des cellules et peut être déterminée par une 
mesure d'activité (figure 1). 

3 .2.Matériel 
o Cytotoxicity Detection Kit (LDH) (Roche, Germany) 
o PBS (Phosphate Buffer Saline). 

Pour 11: 
• 20 ml tampon phosphate 0,5 M pH 7,4 
• 9 g NaCl (Merck, Germany) 

Porter à volume avec de l'eau distillée. 
o Triton X-100 (Merck, Germany) 

3.3.Méthode 

Après les incubations, les puits des plaques 24 puits sont décantés et les 2 ml de milieu 
sont placés dans des tubes de 10 ml qui seront par la suite centrifugés à 1000 rpm pendant 5 
minutes. Les sumageants sont ensuite mis dans une série d'eppendorfs alors que les culots 
sont resuspendus dans 250 µl de PBS-10% Triton X-100. 1 ml de PBS-10% triton X-100 est 
également ajouté dans les puits pour lyser les cellules. 

Afin de mesurer l'activité de la LDH présente au niveau des cellules, des culots et des 
milieux, 100 µl de chaque échantillon de chaque condition sont ajoutés dans les puits d'une 
plaque 96 puits auxquels seront ajoutés 100 µl de la mixture réactionnelle. Les conditions 
milieu seul et PBS-10% Triton X-100 doivent être incluses dans le test pour déterminer la 
valeur des blancs. Une fois la mixture réactionnelle ajoutée aux puits, les plaques doivent être 
gardées à l'abri de la lumière. Des lectures à 490 nrn sont effectuées à 10, 20 et 30 minutes. 
La valeur de milieu contrôle doit être soustraite aux valeurs de milieu des échantillons et la 
valeur du PBS-10% Triton X-100 doit être soustraite à toutes les valeurs de culot et de 
suspension cellulaire. La cytotoxicité est ensuite estimée, en tenant compte des différents 
facteurs de dilution, par l'application de cette formule : 

(Valeur du culot+ valeur du surnageant) 
Cytotoxicité(%)= -------------------- X 100 

(Valeur du culot+ valeur du surnageant+ valeur des cellules des puits) 

- 22 -



Deuxième partie : Matériel et Méthodes 

4.Mesure de l'activation de la caspase 3 

4.1.Principe 

Les caspases sont les protéases "exécutrices" de l'apoptose. Ainsi, on observe une 
augmentation de leur activité au début du processus, ce qui permet de détecter la phase 
d'initiation de la mort cellulaire. 

La mesure de l'activité des caspases se réalise via un test fluorimétrique, grâce à un 
inhibiteur de caspases biotinylé (biotin- ZVDK-fmk) qui vient se fixer de façon covalente au 
niveau de la grosse sous-unité de la caspase 3. L'inhibiteur, directement ajouté au milieu 
cellulaire entre dans les cellules et vient former un lien thio-éther stable avec la cystéine du 
site actif des caspases 3 actives uniquement. Après la lyse des cellules, les lysats cellulaires 
sont ajoutés dans les puits d'une plaque multi-puits coatée avec un anticorps monoclonal 
spécifique de la caspase 3. Les caspases actives sont ensuite détectées à l'aide d'un complexe 
streptavidine-peroxydase et de son substrat. 

4.2.Matériel 
o Human active caspase 3 Kit (R&D Systems, Germany) 
o Diméthyl sulfoxyde (DMSO) (Merck, Germany) 
o Solution de rinçage : PBS (Phosphate Buffer Saline) 
o Extraction buffer (3 ,2 ml) 

• 1,15 g d'urée (Merck, Germany) 
• 640 µl d' « extraction buffer » concentré 
• 2432 µl d'H2O 
• 128 µl de PIC (protease inhibitor cocktail) (Roche, Germany) (voir composition au point 7.1) 

4.3.Préparation des extraits 

Après 6 heures d'hypoxie, 1,5 ml de milieu CO2-indépendant sont prélevés de chaque 
puits et 1 µl de l'inhibiteur de caspases (biotin-ZVDK-fmk) est ajouté aux 500 µl de milieu 
restant. Préalablement, les 400 µg d' inhibiteur sont reconstitués dans 92 µl de DMSO. Après 
une heure d'incubation en présence de l'inhibiteur, les plaques 24 puits sont mises sur glace et 
le milieu des puits est décanté et mis dans un eppendorf. Les puits sont rincés avec 1 ml de 
PBS qui est ensuite ajouté à l' eppendorf correspondant. Les eppendorfs sont ensuite 
centrifugés pendant 3 minutes à 2000 rpm. Pendant la centrifugation, 70 µl d'extraction 
buffer sont ajoutés aux puits. Quand la centrifugation est terminée, le surnageant est décanté 
et le culot est resuspendu avec les 70 µl d ' extraction buffer qui ont été repris du puits 
correspondant après avoir splatché les cellules avec une micropipette. Les eppendorfs sont 
vortexés et laissés à température ambiante pendant 2 heures avant d'être congelés à-20°C. 

4.4.Dosage 

Les 70 µl d'échantillon doivent être dilués dans 370 µl de RD5-20 qui doit d'abord 
être dilué 5x dans l'eau. Le RD5-20 sert également à reconstituer l'active-caspase 3 standard. 
Ce standard sert à étalonner les valeurs finales obtenues pour les échantillons. Pour ce faire, 
le standard de départ à une concentration de 20 ng/ml est dilué pour obtenir une échelle de 
concentrations ( 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.62, 0.31 ng/ml). Toutes ces dilutions sont réalisées 
dans le RD5-20. 
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100 µl d'échantillon ou de standard sont incubés pendant 2h à température ambiante 
dans les puits d'une plaque 96 puits coatés avec des anticorps anti-caspase 3. Ensuite, 4 
rinçages de 300 µl sont effectués avec le « wash buffer » dilué 25x. Après les rinçages, 100 
µl d' « active caspase 3 conjugate » dilué dans du« conjugate diluant» sont ajoutés dans les 
puits. Après une heure d'incubation, 4 rinçages de 300 µl sont effectués avec le « wash 
buffer » avant de mettre 100 µl de solution de substrat. Cette solution doit être préparée 
maximum 15 minutes avant emploi en mélangeant un même volume de solution 1 et de 
solution 2. Après 30-40 minutes d'incubation à température ambiante et à l'abri de la 
lumière, la réaction est arrêtée par 100 µl de solution stop. L'absorbance est ensuite mesurée 
à 450 nm avec une correction à 570 nm. 

5 .Mesure de l'activité des caspases 

5. ! .Principe 

L 'apoptose se caractérise par l'activation des caspases. Celles-ci permettent le 
déroulement du programme apoptotique en clivant différentes protéines au niveau de résidus 
aspartate. Afin de déterminer si des cellules sont en cours d' apoptose, leur activité peut êtr~ 
évaluée. 

La quantité de caspases 2, 3, 6, 7, 8, 9 et 10 actives peut être estimée à l'aide d'un test 
fluorimétrique . Ce test consiste à mettre les caspases en présence d'un substrat (DEVD-Rl 10 
(Asp-Glu-Val-Asp-Rhodamine 110)). Si les caspases sont activées, elles vont être capables 
de cliver ce substrat. La quantité de Rhodamine 110 libre, proportionnelle à l'activité des 
caspases, peut ensuite être mesurée à l' aide d'un fluorimètre. 

5.2.Matériel 
o Homogeneous caspases assay, fluorimetric (Roche, Germany) 

5.3.Méthode 

Après 16h d'incubation, le milieu des puits est décanté et 100 µl de substrat dilué lOX 
dans de l' « incubation buffer » sont ajoutés dans les puits pendant 2h, à 3 7°C, afin de 
permettre la lyse des cellules. Une fois les cellules lysées, le substrat est accessible aux 
caspases. Il sera donc clivé par celles-ci. La rhodamine libre sera ensuite détectée au 
fluorimètre (Àexcitation : 480 nm; Àémission: 500 nm). 

6.Immunofluorescence 

6.1.Principe 

L' immunofluorescence est une technique qui permet de visualiser et de localiser des 
protéines en utilisant comme moyen de détection un anticorps spécifique de la protéine cible 
ainsi qu'un anticorps anti-irnmunoglobuline couplé à un fluorochrome. La visualisation se 
fait par excitation du fluorochrome à une longueur d'onde bien précise. La localisation du 
noyau peut s' effectuer via l'utilisation d'un agent intercalant comme le To-pro-3 . 

6.2.Matériel 
o Plaques 24 puits (Costar, Corning, USA) 
o Lamelles couvre-objet de 13 mm de diamètre (Ve!, Germany) 
o Lames porte-objet de 2,6 x 7,6 cm (Vel, Germany) 
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Anticorps I Dilution J 
r-P_u_n-Ïi-1e_d_m_o_u_s_e_a_nt-i--H-I-F-- l-a_M_ a-b,-N- 0_6_1_0_95_8_(_B_D_ B_io_s_c1-· e-nc_e_s_p_h-arm_ i_ng_e_n_) _____ l 100 j 

Purified rabbit anti-Caspase-3, N°G748.!_(Promega USA) __ , ,....1 l_O_O _____ J 

.-An- t-i--lg_G_ d_e _so_un_ · s-c-o-up_l_é_à_l_' A- l-ex_a_4_8_8_(_M_o_l_ec_u_la_r_P_r_ob_e_s_, U_ S_A_) ________ l 1000 J 

Anti-IgG de souris couplé à !'Alexa 568 (Molecular Probes, USA) ,....1 l_O_O_O ___ _ 
,....A_n_t-i--Ig_G_ d_e _la_p_in_c_o_u_p_lé_à_l_' A- le_x_a_5_6_8 _(M_ o_le-cu- l-ar_P_r_o_b_es-,-U-S_A_) ________ l l 000 

Tableau 2 : Anticorps utilisés lors des marquages en immunofluorescence 
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o PBS (Phosphate Buffer Saline) 
Pour 11 : 

• 20 ml tampon phosphate 0,5 M pH 7 ,4 
• 9 g NaCl (Merck, Germany) 

Porter à volume avec de l'eau distillée 
o PBS/BSA: Dissoudre 2 g de BSA (Sigma, USA) par 100 ml de PBS 
o PBS + Triton x-100 1% (Merck, Germany) 
o PBS + 4% PFA (Paraformaldéhyde) (Merck, Germany) 
o Anticorps primaire (tableau 2) 
o Anticorps secondaire (tableau 2) 
o To-pro 3 (Molecular Probes, USA) 
o Mowiol (Sigma-Aldrich, Germany-UK) : milieu de montage 

6.3.Méthode 

Les cellules sont ensemencées sur un couvre-objet déposé dans un puits d'une plaque 
24 puits. A la fin des incubations, les plaques sont placées immédiatement sur glace, le milieu 
est décanté et remplacé par du PBS-4% paraformaldéhyde afin de fixer les cellules. Après 10 
minutes de fixation, les puits sont rincés avec du PBS (3x5 min.). Les cellules sont ensuite 
perméabilisées pendant 5 minutes avec du PBS-1 % Triton XlO0. 2 rinçages de 5 minutes 
sont ensuite effectués avec du PBS, puis un rinçage de 30 minutes avec du PBS-3% BSA. 
Pendant cette demi-heure, la boîte de Pétri en verre qui servira pour les incubations en 
présence des anticorps est préparée. Elle est couverte d'un papier Wathman humidifié sur 
lequel sera déposé un parafilm où seront délimités les emplacements des couvre-objets. A la 
fin du rinçage, 30 µl d'anticorps primaire dilué lO0x dans du PBS-3% BSA sont déposés à 
chaque emplacement du parafilm. Les couvre-objets sortis des puits sont alors retournés sur 
la goutte d'anticorps. La boîte de Pétri est alors mise en chambre froide (4°C) pour la nuit. 
Après cette incubation, les couvre-objets sont remis dans les puits afin d'être rincés avec du 
PBS-3 % BSA (3x10 min.) et sont ensuite mis en présence, pendant lh, de l'anticorps 
secondaire dilué 1 000x selon le même procédé que pour l'anticorps primaire. Les couvre
objets sont à nouveau rincés 3x avec du PBS. Ensuite, un marquage des noyaux au To-pro 3 
peut éventuellement être effectué. Pour se faire, 30 µl de To-pro 3 dilué 80x dans d'une 
solution de RNAse (2 mg/ml de PBS) sont déposés sur un nouveau parafilm sur lequel les 
couvre-objets seront déposés 35 minutes avant d'être à nouveau rincés avec du PBS. Quand 
tous les marquages sont terminés, les couvre-objets sont montés sur les lames porte-objets 
avec du Mowiol préchauffé à 56°C. Après une nuit à 4°C, les lames pourront être observées 
au microscope confocal (Leica, Heidelberg, Allemagne). 

7 .Préparation des extraits protéiques totaux 

7. ! .Matériel 
o Tampon de lyse (2X) 

• Tris 40 mM pH 7.5 (Merck, Germany) 
• KCl 150 mM (Merck, Germany) 
• EDTA 1 mM (Merck, Germany) 

o TritonX-100 !%(Sigma, USA) 
o Inhibiteurs de protéases lx (Complete protease inhibitor cocktail tablets 25x, Roche, 

Germany) 
o Inhibiteurs de phosphatases lx à partir d'un stock 25x (PIC) 

• Na V03 25 mM (Sigma, USA) 
• PNPP (phospho-nitrophényl phosphate) 250 mM 
• a-glycérophosphate 250 mM (Sigma, USA) 
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• NaF 125 mM (Merck, Germany) 

7.2.Méthode 

Les extraits cellulaires totaux sont préparés à partir de cellules cultivées dans des 
boîtes T25 (25 cm2

) à raison de 400 000 cellules par T25 . 
Après incubation, les boîtes T25 sont immédiatement mises sur glace. Le milieu est 

décanté et 200 µl de tampon de lyse sont ajoutés . 
Les boîtes sont ensuite raclées avec un racloir de 24 mm afin de décrocher toutes les 

cellules. L'entièreté de la suspension cellulaire est mise dans un eppendorf froid avant d'être 
splatchée quelques fois avec une micropipette afin de lyser complètement les cellules. Les 
eppendorfs sont ensuite centrifugés 5 minutes à 13 000 rpm. A la fin de la centrifugation, le 
surnageant est aliquoté par séries de 50 µlet une série de 15 µl qui sera utilisée pour le dosage 
de la concentration en protéines. Les échantillons sont ensuite stockés à -70°C. 

8.Dosage protéique par la méthode de Bradford 

8.1.Matériel 
o Colorant Bio-Rad protein Assay 5x (Bio-Rad, USA) 
o Etalon BSA (Bovine Serum Albumin) (1,39 µg/µl) 

8.2.Méthode 

5 µl d'extraits protéiques sont ajoutés de 30 secondes en 30 secondes dans 1 ml de 
colorant Bradford dilué 5x et filtré. 5 minutes après l'ajout de l'extrait, une lecture de la D.O. 
est réalisée à 595 nm à l'aide d'un spectrophotomètre mis à zéro avec de l'eau. Afin de 
normaliser les valeurs, différents contrôles doivent également être mesurés comme le tampon 
de lyse (blanc), un étalon (blanc étalon) et de l'eau. Tous les dosages sont réalisés en 
dupliquas. La formule suivante est utilisée afin de calculer la quantité de protéines présente 
dans les échantillons : 

((moyenne test-moyenne blanc)/(moyenne étalon-moyenne blanc étalon))x5 = µg de protéines/µ! 

volume des échantillons 

9.Westem Blotting 

9 .1.Principe 

Les extraits protéiques sont chargés sur un gel de polyacrylamide en présence de SDS 
qui dénature les protéines et leur confère des charges négatives. Les protéines vont alors 
migrer dans le gel sous l'impulsion d'un courant électrique. La distance de migration d'une 
protéine dépend de son poids moléculaire. Une fois la migration terminée, les protéines sont 
transférées sur une membrane de polyvilidine fluoride. La protéine d'intérêt est alors détectée 
à l'aide d'anticorps spécifiquement dirigés contre l'un de ses épi topes puis par un deuxième 
anticorps couplé à une peroxydase reconnaissant le fragment Fe des anticorps. La révélation 
est réalisée en présence d'un substrat de la peroxydase, le luminol. L'oxydation du luminol 
s ' accompagne de production de lumière qui peut être détectée à l'aide d'un film 
radiographique. 
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Bleu de c~arge Sx 

Tris HCI pH 6,8 IM 

SDS (ICN Biome~icals, USA) 20% 

~-mercaptoéthanol (Flukachemie AG, Swiss) 4% 

Glycérol (Merck, Germany) 20% 

Bleu de bromophénol (Ianssen ChiElica, Belgium) 1% 

Tableau 3 : Composition du Bleu de charge concentré Sx 

Gel buffer 200 ml, pH 8,9 

Tris (ICN Biomedicals, USA) 36,3 g 

SDS (ICN Biomedicals, USA) 0,8 g 

Tableau 4 : Composition du gel buffer 

GELMIX 10% 

Gel buffer 60ml 

Acryl/Bis (30/0,8) (Bio-Rad, USA) 83 ml 

107 ml 

Tableau 5 : Composition du gel mix 

Gel séparateur Pour 1 gel 

Gel mix 25 ml 

APS 25%( Pharmacia Biotech AB, Swedish) 175 µ! 

TEMED (Pharmacia Biotech AB, Swedish) 10,5 µ! 

Tableau 6 : Composition du gel séparateur 

1 SP ACER GEL buffer 1100 ml, pH 6,8 

~,T- R_I_S- (I_C_N_B_i_om- ed_i_ca-1-s,-U- S_A_)---=---'--------'::;_------~, 5,1 g 

1 SDS (ICN Biomedicals, USA) ~I 0-,4- g _______ _ 

Tableau 7 : Composition du spacer gel buffer 



SPACER GEL MIX 

Spacer gel buffer 

Acryl/Bis (30/0,8) (Bio-Rad, USA) 40ml 

140 ml 

Tableau 8 : Composition du spacer gel mix 

SPACERGEL 1 gel 

Spacer gel ~ix _ 10 ml 

APS 25% (Pharmacia Biotech AB, Swedish) 50 µ! 
--· · ' - - --· -

TEMED (Pharmacia !3J~tech ~B_, Swedi~) 3 µ! 

Tableau 9 : Composition du spacer gel 

1 

Running buffer lOx 11 

1 

TRIS (ICN Biomedicals, USA) 63,2 g 

1 

Glycine (ICN Biomedicals, USA) 40 g 

1 
SDS (ICN Biomedicals, USA) 10 g 

- - -
Tableau 10 : Composition du running buffer lOx 
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9.2.Préparation des échantillons 

9.2.1.Matériel 
o Sampel buffer 4x (pour les gel NuP AGE) (Invitrogen, USA) 

ou 
o Bleu de charge concentré 5x (pour les gels TRIS-glycine) (tableau 3) 

9.2.2.Méthode 

Un volume adéquat est prélevé de chaque échantillon de manière à charger une 
quantité équivalente de protéines dans les différents puits. Ces échantillons sont tous portés à 
un volume équivalent avec de l'eau. Un même volume de bleu de charge ou de « sampler 
buffer » est ajouté. Les protéines sont ensuite dénaturées à 70°C pendant 10 minutes avant 
d' être centrifugées brièvement et d'être chargées sur le gel. 

9 .3 .Electrophorèse 

9.3.1.NuPAGE 

9.3.1.1.Matériel 
o Gel 10% Bis-Tris gel NuPAGE (Invitrogen, USA) 
o Tampon de migration: 50 ml de Tampon MOPS (Invitrogen, USA) + 950 ml d' eau distillée 

(pour le compartiment extérieur), prélever 200 ml de ce tampon et y ajouter 500 µl 
d' antioxydant NuPage (Invitrogen, USA) (pour le compartiment intérieur de la cuve) 

o Cuve d'électrophorèse (Novex minigel-cell, Invitrogen, USA) 
o Étalon de poids moléculaire : Seeblue plus 2 (Invitrogen, USA) 
o Générateur (Bio-Rad Power PAC 300) 

9.3.1.2.Méthode 

Pendant la dénaturation des protéines, la cuve, les gels et les tampons sont préparés. 
Après avoir été équilibrés dans du tampon de migration, les gels sont placés dans la cuve avec 
les puits tournés vers le compartiment central. Par la suite, la cuve sera remplie avec du 
tampon de migration à l'extérieur et avec du tampon de migration avec antioxydant à 
l' intérieur. Après avoir chargé les échantillons ou 7 µl de l' étalon de poids moléculaire dans 
les différents puits, un courant d'une différence de potentiel de 200 V est appliqué pendant lh 
afin de permettre la migration des protéines. 

9.3.2. Tris-Glycine 

9.3.2. 1.Matériel 
o Gel séparateur d'acrylamide ("running gel") (tableaux 4, 5, 6) 
o Gel concentrateur ("stacking gel") (tableaux 7, 8, 9) 
o Tampon d'électrophorèse ("running buffer") (tableau 10) 

9.3.2.2.Méthode 

Une fois le montage des plaques réalisé, le gel séparateur est coulé entre les plaques et 
ce jusqu 'à environ 1 cm en dessous du peigne. On dépose alors à la surface du gel de 
l'isobutanol saturé en eau pour éviter que le gel ne se craque en surface et pour favoriser la 
polymérisation en le préservant de l'oxygène. 
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Système sandwich 

Figure 2 : Représentation schématique du système sandwich 

Tampon de transfert 

TRIS (ICN Biomedicals, USA) 

Glycine (ICN Biomedicals, USA) 

Méthanol (Merck, Germany) 

Tableau 11 : Composition du tampon de transfert 

+ 

5 l 

24 g 

115 g 

1 1 
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Après polymérisation du gel (environ 1 heure), l'isobutanol est enlevé et la surface du 
gel est rincée avec de l'eau distillée. L'excès d'eau est enlevé avec un papier Whatman puis le 
gel concentrateur est coulé jusqu'au bord des plaques. On y insère ensuite le peigne. La 
polymérisation de ce dernier prend 45 à 60 minutes. 

Une fois le gel concentrateur polymérisé, les échantillons et l'étalon préparés ; on 
enlève délicatement le peigne ainsi que les pinces puis on place le gel dans la cuve à 
électrophorèse avec du tampon d'électrophorèse. Ensuite, les échantillons sont déposés dans le 
fond des puits et on les fait migrer pendant 1 heure 30 à 30 mA (à travers le gel concentrateur) 
puis entre 3 et 4 heures à 45 mA (à travers le gel séparateur). 

9.4.Transfert 

9. 4.1.NuPA GE 

9.4.1.1.Matériel 
o Cuve de transfert (Novex Mini-gel, Invitrogen, USA) 
o Papier Whatman (Merck, Germany) 
o Membrane PVDF (Amersham UK) 
o Tampon de transfert : 50 ml de tampon de transfert NuPAGE (Invitrogen, USA), 20 ml de 

méthanol (Across Organics, Belgium) et porter à 200 ml avec de l'eau distillée 

9.4.1 .2.Méthode 

A la fin de la migration, les gels sont démoulés, puis déposés sur une membrane de 
PVDF selon un dispositif en sandwich (figure 2). Le sandwich, monté dans un support de 
transfert est alors replacé dans la cuve qui sera remplie d' eau en périphérie afin de permettre 
le refroidissement et de tampon de transfert au niveau du support contenant le sandwich. Ce 
tampon de transfert est utilisé pour humidifier les différents constituants du sandwich. Les 
membranes doivent préalablement être rééquilibrées dans du méthanol pendant 1 minute. Le 
transfert des protéines sur la membrane s'effectue sous l' impulsion d'un courant électrique 
qui est appliqué pendant 2h30 à une différence de potentiel de 30 V. 

9. 4.2. TRIS-Glycine 

9.4.2.1.Matériel 
o Appareil de transfert : Hoeffer Serniphor (Amersham Biosciences, USA) 
o Papier Whatman (Merck, Germany) 
o Membrane PVDF (Amersham UK) 
o Tampon de transfert (tableau 11) 

9.4.2.2.Méthode 

Après avoir été hydratées dans le méthanol, les membranes sont équilibrées dans du 
tampon de transfert. Elles sont ensuite mises en contact avec les gels dans un dispositif en 
sandwich identique à celui utilisé pour les gels NuP AGE. Le sandwich est constitué dans 
l' appareil de transfert et tous ces composants (papiers Whatman, éponges) sont humidifiés par 
du tampon de transfert. Ensuite, un courant de 30 mA est appliqué pendant environ 16 heures 
afin de permettre la migration des protéines sur la membrane. 
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Anticorps Dilution 

1 Purified mouse anti-HIF-la Ma~, N°610958 (BD Bios~~ ~es pharmin~ en) l 5000 ] 
J,...P_u_r_ifi-1e_d_m_o_u_s_e _an- t-i--h-um- an_ P_ARP--, -N-0 -55_6_4_9_3-(P_h_a_rm_ in_g_e_n,-U- S_A_ ) --------1 5000 j 

1 Purified mouse anti-a-tubuline (Sigma, USA) ,...1 5_0_0_0 ____ _ 

,...j A- nt-i-_m_o_u-se- Ig_G_ co-n-ju_gu ___ é_à_l_a_p_er_o_x-yd_a_s-e,-N- 0- 93- 1-V-_ -(A- m- er-s-ha_m_,- U- SA- ) ------, 50 000-200 000 

Tableau 12 : Anticorps utilisés lors de la révélation des Western Blots 
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9.5.Blocking et révélation 

9. 5.1.Matériel 
o Tampon de rinçage: TBS-Tween 0,1 %, pH 7,6 (11) (TBS-T) 

• NaCl (Mercks, Germany) : 2,42 g 
• Tris (Mercks, Germany): 8 g 
• Tween (Sigma, USA): 1 ml 

o Anticorps primaires et anticorps secondaires (tableau 12) 
o Substrat de révélation: ECL Advance Western Blotting Detection Kit (Amersham,UK) 
o Film photographique (Amersham, UK) 
o Solutions de révélation et de fixation (Ilford 2000RT Imaging, USA) 

9.5.2.Méthode 

Après avoir démoulé le sandwich, les membranes sont bloquées dans du TBS-0, 1 % 
Tween 20 contenant 0,1 % ou 5% de lait en poudre gloria, en fonction de la protéine d ' intérêt, 
pendant 2 h sur un rouleau afin de saturer les sites de fixation non spécifiques. Ensuite, la 
membrane est incubée pendant 2h en présence de l'anticorps primaire dilué 5000x dans TBS
T avec Gloria. Après cette incubation, les membranes sont rincées 3xl5min. dans du TBS-T 
avec Gloria avant d'être incubées avec l'anticorps secondaire dilué de 50 000 à 200 OOOx dans 
du TBS-T avec Gloria. Avant d'être couvertes de solution ECL (Enhanced Chemo 
Luminescent) pendant 5 minutes, 4 rinçages sont effectués avec du TBS-T (2x10' et 2x5'). 
Lors de la révélation en chambre noire, un film radiographique est appliqué sur la membrane. 
Le film est ensuite révélé puis fixé avant d'être rincé à l'eau courante. 

1 O.Extraction d' ARN total 

10. ! .Matériel 
o RNAgent Total RNA isolation system (Promega, USA) 
o Phénol :Chloroforme :isoamyl alcool (125 :24 :1, pH 4,7) (Promega, USA) 
o Ethanol (Merck, Germany) 
o Nuclease-free water (Promega, USA) 

10.2.Méthode 

Les cellules sont ensemencées dans des boîtes T75 à raison de 2.106 cellules. 
A la fin des incubations, les boîtes sont immédiatement mises sur glace et le milieu est 
décanté avec une pipette pasteur. 600 µl de tampon de dénaturation sont ajoutés. Ensuite, les 
cellules sont raclées avec un racloir de 30 mm et les suspensions cellulaires sont placées dans 
une série d' eppendorfs placés sur glace. 60 µl d'acétate de sodium, à pH 4 et 600 µl de 
phénol : chloroforme : isoamyl alcool sont ajoutés successivement. Après avoir été vortexés, 
les échantillons sont incubés pendant 15 minutes à 4°C, puis centrifugés pendant 10 minutes à 
10 000 rpm à 4 °C. A la fin de la centrifugation, la phase aqueuse est prélevée et transférée 
dans une nouvelle série d'eppendorfs auxquels sont ajoutés un équivolume d'isopropanol à 
température ambiante. Après 30 minutes d'incubation à -20°C, les eppendorfs sont 
centrifugés 10 minutes à 13 000 rpm à 4 °C. Ensuite, après avoir été décanté, le culot est rincé 
avec 1 ml d'éthanol 75% froid lors d'une nouvelle centrifugation de 10 minutes à 13 000 rpm, 
à 4 °C. L ' eppendorf est décanté au maximum et est laissé ouvert de façon à laisser sécher le 
culot. Lorsque le culot est sec, il est resuspendu dans 30 µl d'eau nuclease-free. Les 
échantillons sont ensuite congelés à - 70°C. 
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10.3.Dosage 

La quantité d 'ARN présente dans chaque échantillon est dosée en dupliquas après 
avoir été dilué l00x dans de l'eau nuclease-free en mesurant l'absorbance à 260 et 280 nm. 
Le volume minimal dosable est de 70 µl. 

11.Reverse transcription 

11 .1.Principe 

La reverse transcription consiste à produire de manière non spécifique de l ' ADN c à 
partir de l 'ARNm obtenu lors de l'extraction d'ARN à l'aide d'amorces poly-T. 

11.2.Matériel 
o RNAsin Ribonuclease inhibitor (Promega, USA) 
o Ribonuclease H (Gibco, UK) 
o Nuclease-free water (Promega, USA) 
o Oligo dT (Gibco, UK) 
o dNTP set (Eurogentec, Belgium) 
o Superscript II (Invitrogen, USA) 

11. 3 .Méthode 

2 µg d' ARN sont transférés dans un eppendorf froid. Le volume de celui-ci est porté à 
5,5 µl avec de l ' eau. 2 µl de DNAse sont ensuite ajoutés afin de digérer l 'ADN génomique 
contaminant éventuel. Après une incubation de 30 minutes à 37°C, puis de 5 minutes à 75°C, 
les eppendorfs sont remis sur glace et sont portés à un volume de 9,5 µl par l'ajout de 2 µl 
d'oligo dT (500 ng/µl) . Afin de dénaturer les éventuelles hairpins, les eppendorfs sont 
chauffés 10 minutes à 70°C, avant d'être immédiatement remis sur glace pendant 5 minutes. 
Durant ces 5 minutes, un mix est préparé. Il se compose, pour un eppendorf, de : 

4 µl de buffer RT Sx 
2 µl de DTT O, lM 
1 µl de RNAsin (40 U/µl) 
1 µ! de dNTP mix 
1 µl d'H2O 

Une fois 9 µl de ce mix ajoutés aux eppendorfs, 1,5µ1 de superscript RII (200 U/µl) est 
ajouté après 5 minutes d'incubation à température ambiante. 

Les eppendorfs sont ensuite incubés 1h30 à 42°C, puis 15 minutes à 70°C. A la fin de 
ces incubations, 1 µl de RNAse H (2 U/µl) est ajouté dans chaque eppendorf. Après 20 
minutes d'incubation à 37°C, les échantillons peuvent être congelés à -20°C. 

12.Real Time PCR 

12.1.Principe 

Cette méthode permet de quantifier le niveau relatif d'ARNm d'un gène d ' intérêt pour 
les différentes conditions testées. La PCR permet d'amplifier spécifiquement et de façon 
exponentielle un fragment d'ADN grâce à un couple d'amorces spécifiques de ce gène 
encadrant le fragment à amplifier. Dans le cadre de la Real Time RT PCR, la quantité 
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Figyre 3: Mécanisme d'action du SYBR Green 
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Figure 4: Détection de la fluorescence au cours des cycles d'amplification 
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d'amplicons produits est directement mesurable par l'intensité de fluorescence d'une molécule 
intercalante qui est ajoutée au mix PCR de départ (SYBR Green). Le SYBR Green s'intercale 
entre les deux brins d'ADN de façon non spécifique et émet un signal fluorescent 
proportionnel à la quantité d'ADN double brin présent (figure 3). Le signal fluorescent émis 
par le SYBR Green est détecté à partir d'un certain seuil. La fluorescence augmente de façon 
exponentielle avant d'arriver à un plateau de saturation (figure 4). Le cycle correspondant au 
milieu de la phase exponentielle est appelé le cycle Ct (threshold cycle). La valeur de Ct est 
inversément proportionnelle à la quantité initiale d'ADNc cible présent dans l'échantillon et 
servira de point de comparaison entre les différentes conditions après qu' elles aient été 
normalisées par la valeur de Ct de la tubuline qui sert de« house keeping gene ». 

12.2.Matériel 
o Master mix « SYBR Green PCR » (Applied Biosystems, Holland) 
o Plaque 96 puits (Applied Biosystems, Holland) 
o Optical Adhesive Covers (Applied Biosystems, Holland) 
o Amorces sens et antisens (Applied Biosystems, Holland) 
o Nuclease-free water (Promega, USA) 
o 7000 sequence detection system (Applied Biosystem, Netherlands) 

12.3.Méthode 

La première étape de la Real Time PCR consiste en la préparation du mix PCR et la 
dilution de l'ADNc obtenu lors de la transcription inverse. Le mix PCR, pour un puits, se 
compose de 2,5 µl d 'H20 , 12,5 µl de SYBR Green et de 5 µl de mix de primers. Les primers 
doivent être préalablement dilués 3x (1/3 de forward, 1/3 de reverse, 1/3 d 'eau). Le mix PCR 
doit être préparé pour chacun des gènes d ' intérêt puisqu'ils diffèrent par la séquence des 
primers mais également pour la tubuline qui permettra de normaliser les valeurs obtenues. 
L' ADNc obtenu au terme de la transcription reverse est dilué 1 00x. 

Ensuite, la plaque est remplie avec 20 µl de mix PCR et 5 µl d ' échantillon par puits. 
Afin de servir de contrôles négatifs, certains puits recevront le mix PCR auquel seront ajoutés 
5 µl d 'eau. Lorsque la plaque est complétée, elle est recouverte d 'un film plastique et 
centrifugée une minute à 600 rpm. A la fin de la centrifugation, elle est placée dans l' appareil 
qui exécutera une quarantaine de cycles d ' amplification et mesurera la fluorescence associée à 
chacun des puits tout au long de l' amplification. 

Cycle de Real Time PCR: 
o Dénaturation 5 min à 95°C 
o Série de 40 cycles: 

• Dénaturation 15 sec à 95°C 
• Hybridation / élongation 1 min à 65°C 

12.4.Analyse des résultats 

L'analyse des résultats commence par la détermination des Ct ( cycles seuils) qui 
s'obtiennent en fixant le seuil de détection à la moitié de la zone d'amplification exponentielle. 
Ce cycle seuil correspond au cycle auquel l'intensité de la fluorescence est significativement 
plus élevée que celle du bruit de fond. Ensuite, ces valeurs sont normalisées par les valeurs de 
Ct obtenue pour la tubuline. Après cette normalisation, les valeurs obtenues pour les 
différentes conditions peuvent être comparées. 
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1 124 puits 1 24 puits avec incubation au 1 

t-BHP - -
T25 T25 avec incubation au 

t-BHP 
T75 

~I D- e-n-si-té-l 50 ooo l ~ ____ 3_0_0_0_0 ___ ___,1,-1 - 66_5_0_0_0_ 400 000 2 000 000 

Tableau 13 : Densité cellulaire utilisée lors des incubations en présence de t-BHP 

24 e_uits 

Volume de Lipofectamine 2 µl dans 48 µl 
2000 d'o timem 

[ Volume de dilution du siRNA 50 µl 

[ Volume de DMEM 400 µI 

[ Volume final 500 µl 

J T25 

1 250 µI 

1 2000 µl 

q 2500 µl 

T75 

12 µl dans 300 µl 
d'o_Qtimem 

300 µl 

2400 µl 

3000 µl 

Tableau 14: Volumes utilisés lors des transfections de siRNA avec l'agent transfectant 
Lipofectamine 2000 

24 puits T25 T75 

Volume de siPORT lipid 2 µl dans 5,5 µl 20 µl dans 55 µl 24 µl dans 66 µl 
d'o timem d'o timem d'~timem 

J 

j 
1 Volume de dilution du siRNA 42 µl 420 µl 504 µl _J 
[ Volume de Opti-MEM 200 µl 2000 µ] 2400 µl _J 
1 Volume final 250 µl 2500 µl 3000 µl 

Tableau 15: Volumes utilisés lors des transfections de siRNA avec l'agent transfectant 
siPORT Iipid 
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13.Transfection avec siRNA 

13. ! .Principe 

La transfection de siRNA consiste à faire entrer à l'intérieur des cellules des siRNA 
complexés à un agent transfectant qui permet l'entrée du siRNA dans les cellules. Deux 
agents transfectants différents ont été utilisés, ils' agit de la Lipofectamine 2000 et du siPORT 
lipid. 

13 .2 .Matériel 
o Lipofectamine 2000 (Invitrogen, USA) 
o siPORT lipid (Ambion, USA) 
o silencer validated siRNA HIF-la 20 µM (Ambion, USA) 
o silencer negative Control# l 50 µM (Ambion, USA) 
o Opti-MEM I (Gibco, UK) 

13.3 .Méthode 

Les cellules transfectées sont des cellules HepG2 ensemencées 24h avant la 
transfection à une densité cellulaire bien précise afin d'atteindre environ 50 % de confluence 
(tableau 13). 

13.3.1.Lipofectamine 2000 

Les différents siRNA sont portés à la concentration voulue dans de l'Opti-MEM. 
D' autre part, la Lipofectamine 2000 est diluée dans un volume d'Opti-MEM identique 
(tableau 14). Après 5 minutes d'incubation à température ambiante, les siRNA et la 
Lipofectamine 2000 sont mélangés et les complexes se forment pendant 20 minutes. Pendant 
ces 20 minutes, le milieu des cellules est décanté et remplacé par du milieu DMEM sans 
antibiotiques ni sérum (tableau 14). Les mix siRNA/Lipofectamine 2000 sont ensuite ajoutés 
sur les cellules. Après 4h de transfection, le milieu de transfection est décanté et du DMEM 
avec sérum et antibiotiques est ajouté. 

13.3.2.siPORT lipid 

Le siPORT lipid est ajouté goutte à goutte dans de l'Opti-MEM. Après avoir été 
vortexé, le siPORT lipidest laissé à température ambiante pendant 15-30 minutes. Pendant 
l'incubation, les siRNA sont portés à la concentration voulue dans de l'Opti-MEM. A la fin 
de l'incubation, les siRNA sont mélangés au siPORT lipid et après 20 minutes, les mix 
siRNA/siPORT lipid sont ajoutés goutte à goutte dans de l'Opti-MEM. Pendant les 20 
minutes d'incubation des complexes siRNNsiPORT lipid, les cellules sont rincées avec de 
l'Opti-MEM qui sera ensuite décanté et remplacé par l'Opti-MEM qui contient le siRNA et 
l' agent transfectant (tableau 15). Après 4 heures de transfection, du milieu DMEM avec 
sérum et antibiotiques est ajouté au mix de transfection. 
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Plasmides j [ Description ,-------------------------, 
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p.Rl-SV40 
Vsclot 

(31'0.Sbp) 

primgr 

j pGL3-enhancer vector 

Plasmide qui comporte le gène de la luciférase de Firefly 
(Photinus pyralis) sous le contrôle de 6 boîtes HRE 
insérées au niveau du site multiple de clonage. 

pCMV-Myc 

Plasmide carrier qui augmente l'efficience de transfection. 

PRL-SV40 Vector 

Plasmide qui exprime de façon constitutive la renilla 
luciférase (Renilla renformis). 

Tableau 16 : Plasmides utilisés dans le système rapporteur 

! Par puits d ~ 1 J?Jaqu~ 2_±_puits 
~ P-la_s_m-id_e_Ï 3 µg dans§ ~l 

,--1------
Superfect . ? µl 

PBS 1 9 µl _ _ __ 
-,-D-M-EM-1 _ 85Q µl 

Tableau 17 : Volumes utilisés lors de la transfection des plasmides du système 
rapporteur avec l'agent transfectant Superfect 



14.Système rapporteur 

14.1.Principe 

Deuxième partie : Matériel et Méthodes 

Les systèmes rapporteurs permettent d'estimer l'activité d'un facteur de transcription 
en mesurant l'expression d'un gène cible porté par un plasmide et placé sous le contrôle d'un 
promoteur capable de fixer le facteur de transcription d'intérêt (pGL3-SV40/6HRE). Le gène 
encodé par le plasmide code pour une luciférase, venant d'une luciole (Photinus pyralis, 
firefly). Ce système exogène a l'avantage de permettre une observation rapide et aisée de 
l'activité. Le plasmide est introduit dans les cellules par une transfection. Afin d'éliminer la 
variabilité due à l'efficience de transfection, un plasmide (pRL-SV 40) encodant une autre 
luciférase (Renilla renformis), cette fois sous le contrôle d'un promoteur constitutif, est 
transfecté en même temps. Les 2 luciférases proviennent d'organismes différents et utilisent 
des substrats différents. Les valeurs de luminescence de la luciférase du premier plasmide 
seront ainsi normalisées par les valeurs de luminescence de la luciférase du second. 

14.2.Matériel 
o Superfect (Quiagen, USA) 
o plasmides (Tableau 16) 
o PBS 
o DMEM (Gibco, UK) 
o Luminomètre: Biocounter, M2010,Lumac, USA 
o PLB (Passive Lysis Buffer) (Promega, USA) 
o Kit Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega, USA) 

14.3.Méthode 

Les plasmides pRL-SV 40 et pGL3-SV 40/6HRE sont transfectés avec un troisième 
plasmide qui permet d'augmenter l'efficience de transfection. La proportion des plasmides 
est respectivement de 1/13, 2/13 et 10/13. L'agent transfectant utilisé est le Superfect. Le 
Superfect et les plasmides sont ajoutés dans du PBS. Après une incubation de 10 minutes, du 
milieu DMEM est ajouté. Ensuite, les puits sont remplis avec 1 ml de ce mix. Après 3 heures 
de transfection, les puits sont décantés et 1 ml de milieu DMEM+10% sérum est ajouté 
(tableau 17). 

A la fin de l'incubation, le milieu des puits est décanté et 100 µl de PLB sont ajoutés 
dans les puits afin de lyser les cellules. La plaque 24 puits est ensuite placée 15 minutes sur 
un agitateur de plaques à température ambiante. Au terme de ces 15 minutes, 20 µl de lysat 
cellulaire sont ajoutés à 100 µ1 de substrat firefly. La première mesure de luminescence est 
effectuée pendant 10 secondes. Ensuite 100 µl de « Stop et Glo Reagent » sont ajoutés afin de 
permettre la mesure de la renilla luciférase. Cette solution permet d'inhiber la firefly 
luciférase et initie la réaction enzymatique de la renilla luciférase. Les résultats sont exprimés 
en tant que rapports de l'activité firefly/Renilla. 
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Troisième partie : Résultats et Discussion 

La première partie de ce mémoire a pour but la mise au point d'un modèle efficace de 
transfection de siRNA sur des cellules HepG2 afin d' induire une inhibition du facteur de 
transcription HIF-1 par la destruction des transcrits encodant la sous-unité HIF-la par le 
mécanisme du RNAi. Dans ce premier point, nous avons déterminé les conditions 
expérimentales qui permettent une inhibition la plus importante possible de l'expression de la 
sous-unité HIF-1 a. Une fois ces conditions optimisées, nous avons étudié si une diminution 
de l ' expression de la sous-unité HIF-la avait une conséquence sur l'activité transcriptionnelle 
globale du facteur de transcription HIF-1. Pour cela, nous avons tenté de déterminer les 
variations d'expression de gènes cibles de HIF-1 via des systèmes exogène et endogène. 

l.Mise au point d'un modèle d'inhibition de l'expression de la sous-unité RIF-la 

La première partie de ce mémoire a pour but la mise au point d'un modèle d ' inhibition 
du facteur de transcription HIF-1 via la dégradation des transcrits de sa sous-unité HIF-1 a par 
la technique du RNAi. Cette technique nécessite l'introduction des siRNA dans les cellules 
par l'intermédiaire d'une transfection. Les cellules HepG2 étant difficiles à transfecter, la 
première étape a donc été la mise au point des paramètres de transfection dans le but d'obtenir 
une efficience de transfection maximale. 

Afin de déterminer les paramètres de transfection qui permettaient la meilleure 
efficience ainsi que l ' inhibition la plus importante possible de l'expression de HIF-la, 
différentes concentrations en siRNA et en agent transfectant ont été testées . De plus, deux 
agents transfectant de nature différente ont été utilisés. L'expression de la sous-unité HIF-la 
a été suivie en immunofluorescence et par Western Blot. 

Pour faciliter l'analyse des résultats, une nomenclature précise a été établie pour 
chaque condition testée : 

► La condition contrôle normoxie (N) représente les cellules qui n ' ont pas subi de 
transfection et qui ont été incubées en normoxie. 
► La condition contrôle hypoxie (H) représente les cellules incubées sous hypoxie mais 
n'ayant pas subi de transfection. 
► Les conditions normoxie siPORT lipid et hypoxie siPORT lipid (N siPORT et H siPORT) 
représentent les cellules qui ont été uniquement transfectées avec l ' agent transfectant, c'est à 
dire sans siRNA et incubées respectivement en normoxie ou en hypoxie. 
► Les conditions hypoxie siPORT lipid avec siRNA (H+siPORT+x nM) représentent les 
cellules incubées sous hypoxie après avoir été transfectées avec du siRNA. 

Cette nomenclature sera également utilisée et adaptée pour un deuxième agent transfectant, la 
Lipofectamine 2000 (siPORT étant substitué par Lipo). 

1.1 .Détermination des concentrations optimales en siRNA et en siPORT lipid 

L'efficience de transf ection est fort dépendante de différents paramètres incluant 
notamment la concentration en ADN ou ARN, la nature de l'agent transfectant, sa 
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concentration, le rapport des concentrations des deux produits et le temps de transfection. 
Afin d' inhiber l'expression de HIF-la, nous avons choisi d'utiliser un siRNA anti-HIF-la 
validé par la firme Ambion. Ambion recommande d'utiliser des concentrations en siRNA 
inférieures à 100 nM et pour les cellules HepG2, l' agent transfectant « siPORT lipid ». Nous 
avons donc testé différentes concentrations en siRNA et en siPORT lipid et suivi, en 
immunofluorescence, leur effet sur l'expression de HIF-la. 

Le protocole expérimental suivi pour cette immunofluorescence est le suivant : les 
cellules HepG2 ont été repiquées à une densité de 50 000 cellules par puits au jour O dans du 
milieu DMEM+ 10% sérum. Au jour 1, les cellules ont été transfectées avec le siRNA anti
HIF-la en utilisant comme agent transfectant le siPORT lipid. Après 4 heures de 
transfection, du milieu DMEM+ 10% sérum est ajouté aux puits. Après 20h de récupération, 
les cellules ont été soumises à une incubation en hypoxie ou en normoxie de 4h en présence 
de milieu CO2-indépendant. 4h d'incubation en hypoxie sont suffisantes pour induire 
l'accumulation de HIF-1 a . 

Au cours de cette expérience, 4 concentrations en siRNA ont été testées (3 , 10, 30, 100 
nM), ainsi que 2 quantités différentes en agent transfectant, 1 et 2 µl par puits. 

Analyse des résultats 

La figure 1 présente les résultats du marquage en immunofluorescence de HIF-la. 
Pour les cellules incubées en normoxie, aucun marquage n ' est observé, ce qui indique, 
comme attendu, l'absence de HIF-la dans ces conditions. Par contre, un marquage important 
de HIF-1 a est observé dans les cellules incubées en condition d'hypoxie, indiquant une 
quantité abondante de HIF-1 a , correspondant à sa stabilisation dans ces conditions. Ce 
marquage met de plus en évidence la localisation nucléaire de cette sous-unité. 

Les cellules incubées en hypoxie après avoir été transfectées avec le siRNA anti- HIF
la présentent un marquage moins intense de HIF-la. Ce marquage est d'autant moins 
intense que les concentrations en siRNA et en agent transfectant testées sont importantes, 
l'effet maximum étant observé au niveau des cellules transfectées avec une concentration de 
100 nM en siRNA et une quantité d'agent transfectant de 2 µl par puits. Pour cette condition, 
la sous-unité HIF-la semble absente dans plus de 50% des cellules, alors qu'au niveau de la 
condition 3 nM en siRNA et 1 µl de siPORT lipid, seulement quelques cellules présentent une 
atténuation du marquage de HIF-1 a . Ces résultats montrent donc une inhibition importante 
de l' expression de HIF-la lorsque les cellules sont transfectées avec le siRNA anti-HIF-la. 

1.2.Comparaison entre le siPORT lipid et la Lipofectamine 2000 

Comme la nature de l'agent transfectant est aussi un paramètre influençant l'efficience 
de transfection, un autre agent transfectant a été testé, il s'agit de la Lipofectamine 2000. 
Pour cette seconde expérience, seule la condition 100 nM en siRNA et 2 µl d'agent 
transfectant par puits a été testée, puisque c'est dans ces conditions que l'efficience de 
transfection semble être la meilleure. L'expression de HIF-la a été suivie en 
immunofluorescence. 

Analyse des résultats 

Les résultats présentés à la figure 2, montrent que la Lipofectamine 2000 a une 
efficience de transfection comparable à celle du siPORT lipid car la proportion de cellules ne 
présentant plus ou presque plus d'expression de sous-unité HIF-la suite à la transfection avec 
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Normoxie Hypoxie 

H+lµl siPORT+3nM siRNA H+2µ1 siPORT+3nM siRNA 

Figure 1: Effet des concentrations en siRNA et en siPORT lipid sur l'expression de la sous
unité IDF-la. 
Les cellules HepG2 ont été transfectées avec différentes concentration en siRNA anti-HIF-la (3, 
10, 30, 100 nM) et en siPORT lipid (agent transfectant) (1 et 2 µl par puits). 
Ces cellules ont ensuite été incubées dans du milieu CO2-indépendant pendant 4h en normoxie 

(N) ou en hypoxie (H). Après cette incubation, les cellules ont été fixées et la protéine HIF-la a 
été détectée par immunofluorescence (vert). Les noyaux ont été colorés au TO-PRO-3 (bleu). 
Les cellules ont été observées en microscopie confocale en gardant le photomultiplicateur 
constant. 



H+lµl siPORT+l0nM siRNA H+2µ1 siPORT+ l0nM siRNA 

H+lµl siPORT+30nM siRNA H+2µ1 siPORT+30nM siRNA 

H+lµl siPORT+l00nM siRNA H+2µ1 siPORT+l00nM siRNA 



Normoxie Hypoxie 

H+ Lipofectamine H+Lipofectamine+l00 nM siRNA 

Figure 2: Effet de la Lipofectamine 2000 sur la transfection de siRNA anti-IDF-la. 
20h après la transfection, les cellules ont été incubées dans du milieu C02-indépendant pendant 
4h, en normoxie (N) ou en hypoxie (H). Après cette incubation, les cellules ont été fixées et la 
protéine HIF-la a été détectée par immunofluorescence (vert). Les noyaux ont été colorés au 
TO-PR0-3 (bleu). Les cellules ont été observées en microscopie confocale en gardant le 
photomultiplicateur constant. 
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Figure 3: Effet de la concentration en siRNA et de la nature de l'agent transfectant sur 
l'expression de la sous-unité HIF-la. 
Les cellules HepG2 ont été transfectées avec le siRNA à 2 concentrations différentes (100 et 
200 nM) et en utilisant le siPORT lipid ou la Lipofectamine 2000. Les cellules ont ensuite 
été incubées en normoxie ou en hypoxie pendant 6h et ce, 20h (A) ou 44h (B) post
transfection. Après cette incubation, les cellules ont été lysées et l'abondance de HIF-1 a a 
été détectée dans les extraits cellulaires par Western Blot. Un contrôle de charge a été réalisé 
grâce à la révélation de l 'a-tubuline. Après quantification de 1 'intensité des bandes, une 
normalisation de l'abondance de HI F-1 a par rapport à celle de l' a-tubuline a été réalisée. 
Ces valeurs sont indiquées en dessous de chaque piste. 
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le siRNA semble comparable à celle observée suite à la transfection avec le siPORT lipid 
pour la même concentration en siRNA. 

1.3.Étude de l'abondance de HIF-la par Western Blot 

Afin de confirmer les résultats obtenus lors des deux expériences précédentes, un 
Western Blot a été réalisé sur des extraits de cellules HepG2 ayant été incubées sous hypoxie 
pendant 6 heures. Afin d 'observer l'évolution de l'inhibition de HIF-la au cours du temps, 2 
séries d'extraits ont été réalisées. 

La première série d'extraits a été réalisée suite à une incubation sous hypoxie de 6h 
qui a débuté 20h après la transfection des cellules HepG2 avec le siRNA (figure 3.A). 

La deuxième extraction protéique a été effectuée au terme d'une incubation sous 
hypoxie de 6h qui a été effectuée 44h après la transfection avec le siRNA, dont les dernières 
24h dans du milieu DMEM sans sérum (figure 3.B). 

Afin de déterminer si l'inhibition partielle de HIF-1 a était bien spécifique de la 
séquence du siRNA anti-HIF-la, une transfection a été réalisée avec un siRNA scramble. La 
séquence de ce siRNA n'est complémentaire d'aucun transcrit connu, y compris HIF-la et ne 
devrait donc pas induire la dégradation de son ARNm par le mécanisme de RNAi. 

La concentration en siRNA retenue précédemment étant la plus élevée testée, lors de 
ce Western Blot, une concentration plus élevée, 200 nM, a également été testée afin de 
vérifier qu 'une concentration plus élevée que 100 nM ne fournirait pas une meilleure 
inhibition de l'expression de la sous-unité HIF-la du facteur de transcription HIF-1. 

Analyse des résultats 

Les résultats, présentés à la figure 3, révèlent l'absence de HIF-la en normoxie et sa 
stabilisation en hypoxie. La Lipofectamine 2000 seule ne semble pas affecter l'abondance de 
HIF-la. L ' effet du siPORT lipid seul n'est pas très clair. Par contre, l'abondance de HIF-la 
en hypoxie chute de façon importante au niveau des cellules transfectées avec le siRNA anti
HIF-la, surtout pour les cellules transfectées avec une concentration de 100 nM. Le siRNA 
scramble ne semble pas induire la dégradation de l 'ARNm encodant HIF-la, même si une 
légère diminution est observée à une concentration de 200 nM. Des résultats similaires sont 
observés 24h et 48h post-transfection même si l'effet d'inhibition est plus marqué à 48h. 

En conclusion de ces premiers résultats, nous pouvons dire que la technique du RNAi 
permet une inhibition séquence spécifique de l'expression de la sous-unité HIF-1 a du facteur 
de transcription HIF-1 , mais que cette inhibition n'est pas totale. 

La concentration en siRNA la plus appropriée pour l'inhibition semble être 100 nM 
car au-delà l' effet inhibiteur est moins marqué et des effets aspécifiques semblent apparaître. 
En ce qui concerne la quantité d'agent transfectant, 2 µl d'agent transfectant par puits semble 
la quantité la plus appropriée. 

La Lipofectamine 2000 et le siPOR T lipid semblent avoir une efficience de 
transfection similaire. 

Si on évalue le nombre de cellules touchées par l'inhibition sur les résultats des 
immunofl.uorescences, il semble qu'environ 50% des cellules soient transfectées mais que, 
dans ces cellules, l ' inhibition de l'expression de HIF-la soit quasi totale, ce qui se traduit au 
niveau de l'ensemble de la population par une inhibition du même ordre de grandeur que celui 
observé en Western Blot. 
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Figure 4: Effet de l'inhibition de l'expression de la sous-unité HIF-lcx par le mécanisme 
du RNAi sur l'activité transcriptionnelle du facteur de transcription HIF-1. 
Les cellules HepG2 ont été transfectées avec le siRNA, à une concentration de 100 ou 200 

nM, pendant 4h en utilisant comme agent transfectant le siPORT lipid (siPORT) ou la 
Lipofectamine 2000 (Lipo ). Après 24h (A) et 48h (B), les cellules ont été incubées, soit en 
normoxie (D ) , soit en hypoxie ( • ) pendant 16h. Après cette incubation, l'activité des 
luciférases firefly et Renilla sont déterminées. Les résultats sont exprimés en tant que rapport 
des deux activités (moyenne ±1 écart-type, n=3) . 



Troisième partie : Résultats et Discussion 

2.Etude de la modulation de l'activité transcriptionnelle de HIF-1 suite à 
l'inhibition de l'expression de HIF-la par siRNA 

Afin de déterminer si l'inhibition partielle de l'expression de HIF-la par la destruction 
de ses transcrits se répercute sur l'activité transcriptionnelle de HIF-1, celle-ci a été évaluée 
au niveau des cellules HepG2 en utilisant un système rapporteur d'une part et en mesurant le 
niveau d'ARNm de deux de ses gènes cibles d'autre part. 

2 .1. Système rapporteur 

Un système rapporteur a été utilisé afin de suivre les variations d'expression d'un gène 
rapporteur, la luciférase de luciole firefly, placé sous le contrôle d'un promoteur composé de 
6 boîtes HRE, reconnues par HIF-1 (pGL3-6HRE). L'activité de la luciférase de luciole est 
normalisée par l'activité de la luciférase de Renilla dont l'expression est constitutive (pRL
SV 40). Le protocole utilisé pour réaliser cette expérience est le suivant : 

Les cellules HepG2, repiquées à une densité de 50 000 cellules par puits au jour 0, ont 
été transfectées, pendant 3h, avec les plasmides rapporteurs pRL-SV40, pGL3-6HRE et pMyc 
(ADN carrier) au jour 1 à l'aide de l'agent transfectant Superfect. 20h après cette transfection 
(jour 2), une deuxième transfection a été effectuée afin d'introduire dans les cellules les 
siRNA. Ceci a été effectué en double afin d'évaluer les variations d'expression du gène 
rapporteur, à 24h et 48h après la première transfection. Pour l'évaluation après 24h, les 
cellules ont été mises sous hypoxie au jour 2, au terme de quelques heures de récupération 
dans du milieu DMEM+l0¾ sérum. Pour l'évaluation après 48h, les cellules ont subi une 
privation de sérum dans du milieu DMEM dujour 2 au jour 3. L'incubation sous hypoxie a 
eu lieu au jour 3. Après 16h d'incubation en condition d'hypoxie, l'activité du facteur de 
transcription HIF-1 a été évaluée en mesurant l'activité de la luciférase firefly dont 
l'expression est placée sous le contrôle des boîtes HRE. 

Analyse des résultats 

Le niveau d'expression du gène rapporteur en condition d'hypoxie est environ 6 fois 
plus important que son expression en normoxie (figure 4). 
Les agents transfectants, aussi bien la Lipofectamine 2000 que le siPORT lipid semblent être 
responsables d'une diminution du niveau d'expression du gène rapporteur. Cette diminution 
peut aller jusqu'à 30%. Par rapport aux cellules transfectées uniquement avec l'agent 
transfectant, les cellules transfectées avec le siRNA présentent une diminution de l'expression 
de la firefly d'environ 30%. Cette diminution semble s'accentuer avec le temps et se 
rapprocher des 50% 48h après la transfection. La diminution de l'activité transcriptionnelle 
semble être indépendante de la nature de l'agent transfectant utilisé. 

La concentration de 200 nM en siRNA a également été testée mais ne semble pas avoir 
d'effet plus important que la concentration de 100 nM. 

2.2.Real Time PCR 

Après avoir observé l'effet du siRNA sur l'activité du facteur de transcription au 
moyen d'un système exogène, nous avons vérifié que ces résultats étaient transposables à un 
système endogène. 

Les variations d'abondance des transcrits de deux gènes cibles du facteur de 
transcription HIF-1 ont été estimées à l'aide d'une Real Time PCR. L'ARN sur lequel cette 
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Figure 5: Effet de l'inhibition de l'expression de la sous-unité HIF-la par le mécanisme 
du RNAi sur l'activité transcriptionnelle du facteur de transcription HIF-1. 
Les cellules HepG2 ont été transfectées avec le siRNA, à une concentration de 100 ou 200 
nM, pendant 4h en utilisant comme agent transfectant le siPORT lipid (siPORT) ou la 
Lipofectamine 2000 (lipo). Après 48h, les cellules ont été incubées pour une durée de 16h, 
soit en no rmoxie, soit en hypoxie. A la suite de ces incubations, l 'ARN a été extrait des 
cellules et rétro-transcript en ADNc. Une PCR en présence de SYBR Green et d 'une quantité 
optimale en primers spécifiques de Mcl-l(D ), de l'Aldolase (•) ou de TBP (•) a été 
réalisée. Les résultats sont exprimés en niveau d'induction pour chaque transcrit normalisé 
avec l'a-tubuline par rapport à la condition de référence (contrôle normoxie). 



Troisième partie : Résultats et Discussion 

Real Time PCR a été effectuée, a été extrait de cellules HepG2 48h post-transfection puisque 
les expériences précédentes semblent indiquer que l'inhibition de l'activité de IDF-1 est plus 
marquée à ce moment-là. 

Les cellules repiquées à une densité de 2. 106 cellules par T75 au jour O ont été 
transfectées au jour 1 avec le siRNA. Au jour 2, ces cellules ont subi une privation de sérum 
et puis une incubation sous hypoxie de 16h. 

Les gènes cibles suivis sont l'Aldolase et Mcl-1. L'Aldolase code pour une enzyme 
de la glycolyse et est reconnue depuis longtemps comme étant un des gènes cibles de IDF-1 
(Semenza et al., 1996). Mcl-1 code pour une protéine de la famille Bcl-2 qui est anti
apoptotique. Au cours de recherches effectuées au laboratoire, cette protéine a été démontrée 
comme étant codée par un gène cible de HIF-1 (Piret et al., manuscrit en préparation). 
L'évolution des transcrits d'un troisième gène a été suivie, il s'agit du gène TBP (TATA box 
binding protein). Ce gène est sous le contrôle d'un promoteur indépendant du facteur de 
transcription HIF-1. La quantité de transcrits de ce gène ne devrait donc pas être influencée ni 
par l'hypoxie, ni par l'inhibition de la sous-unité HIF-la consécutive à la transfection avec le 
siRNA. 

Analyse des résultats 

En normoxie, les cellules présentent un niveau basal de transcrits de l' Aldolase et de 
Mcl-1. Le niveau de transcrits de l'Aldolase et de Mcl-1 augmente de façon importante 
lorsque les cellules se trouvent en condition d'hypoxie alors que celui des transcrits de TBP 
diminue (figure 5). L'induction est respectivement de 3 et 2,5 fois. 

Lorsque les cellules sont incubées sous hypoxie suite à une transfection avec le siRNA 
à 100 nM, un niveau intermédiaire de transcrits est observé. La diminution des transcrits par 
rapport aux cellules transfectées avec le siPORT lipid est supérieure à 50% pour les 2 gènes. 

Cette inhibition de 50% de l'expression de Mcl-1 et de l 'Aldolase est également 
observée quand la transfection du siRNA anti-IDF-la est réalisée à l'aide de la Lipofectamine 
2000. 

La quantité de transcrits de TBP est légèrement diminuée en hypoxie mais n'est pas 
affectée par le siRNA anti-HIF-la, ce qui indique que la transfection des siRNA agit 
spécifiquement au niveau de HIF-1 a et que l'agent transfectant ne semble pas modifier le 
niveau d'expression d'autres gènes. 

Une concentration de 200 nM n'induit pas une plus forte inhibition que la 
concentration 100 nM mais affecte la quantité d'ARNm de TBP, ce qui suggère à nouveau un 
effet aspécifique. Pour la suite des expériences, la concentration de 200 nM sera donc 
abandonnée. 

En conclusion de cette première partie, nous pouvons dire que la technique du RNAi 
permet de diminuer la quantité de sous-unité HIF-la présente en condition d'hypoxie dans la 
cellule. Cette diminution entraîne une baisse de l'activité transcriptionnelle du facteur de 
transcription HIF-1 de l'ordre de 50%. L'inhibition optimale semble être obtenue suite à une 
transfection avec le siRNA à une concentration de 100 nM, quel que soit l'agent transfectant 
utilisé. Puisque les deux agents transfectant utilisés procurent des effets comparables, nous 
avons choisi le siPORT lipid pour la suite des manipulations. 
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3 .Etude de la modulation de l'apoptose suite à l'inhibition partielle de HIF-1 

La deuxième partie de ce mémoire vise à caractériser le rôle de HIF-1 dans l'apoptose. 
Pour se faire, différents marqueurs de l'apoptose ont été étudiés afin d'évaluer l' effet de 
l'inhibition du facteur de transcription HIF-1 par la destruction des transcrits de la sous-unité 
HIF-la suite à l'action du mécanisme de RNAi. Les marqueurs de l'apoptose que nous avons 
étudiés sont l'activation des caspases et plus particulièrement l'activation de la caspase 3 et le 
clivage de la protéine P ARP, substrat de la caspase 3. 

3. !.Modèle d' induction de l' apoptose 

Le modèle d' induction de l'apoptose utilisé est une adaptation d'un modèle qui a été 
mis au point au laboratoire dans lequel l'apoptose des cellules HepG2 est induite par le ter
butyl hydroperoxyde (t-BHP) (Piret et al., 2004). 
Ce modèle consiste à repiquer les cellules à une densité de 50 000 cellules par puits au jour 0 
dans du milieu DMEM+ l0% sérum. 

Au jour 1, les cellules subissent une transfection de 4h avec les siRNA. Après 4h de 
transfection, les cellules sont incubées dans du milieu DMEM+ 10% sérum. . 
Une privation de sérum est effectuée au jour 2 pendant une période de 24h. La privation de 
sérum est réalisée car le sérum procure aux cellules une légère protection contre l'induction 
de l'apoptose. 

Au jour 3, l' apoptose est induite par le t-BHP à 5. 10"5M : 3h d'incubation engendrent 
une activation des caspases tandis que la fragmentation de l' ADN et le clivage de P ARP sont 
observés entre 6 et 8h d'incubation. Si les cellules sont incubées dans des conditions 
d'hypoxie réelle ou chimique (en présence de CoCh), on observe une protection de l'apoptose 
induite par le t-BHP (Piret et al. , 2004). Comme ces conditions activent HIF-1 , on peut se 
demander si c' est via cette activation que l'hypoxie protège les cellules de l'apoptose. Si 
HIF-1 est impliqué dans cette protection, on devrait ne plus observer la protection en hypoxie 
quand HIF-1 est inhibé, par exemple en diminuant l' expression de HIF-1 a par la technique du 
RNAi. C'est dans le but de vérifier cette hypothèse que les expériences suivantes ont été 
réalisées. 

Le ter-butyl hydroperoxyde 

Le ter-butyl hydroperoxyde (t-BHP) est un hydroperoxyde organique stable dans le 
temps et qui pénètre facilement dans les membranes biologiques. Le t-BHP est souvent utilisé 
pour engendrer des stress oxydants dans les cellules. Il est capable de générer des espèces 
réactives dérivées de l'oxygène (Reactive Oxygen Species (ROS)) en interagissant avec des 
métaux de transition comme le fer (Halliwell et al., 1984). Il est capable d'induire des effets 
délétères au niveau cellulaire, dont la peroxydation lipidique. La peroxydation lipidique peut 
mener à une perte d ' intégrité membranaire qui peut mener à la mort cellulaire (Rubin et al. , 
1984). La mort cellulaire suite à une incubation au t-BHP peut également être due à 
l'augmentation de la perméabilité membranaire mitochondriale par l'ouverture des mégapores 
(Permeability Transition Pore). Leur ouverture a pour conséquence la dépolarisation de la 
membrane mitochondriale, le découplage de la respiration et la mort cellulaire par la chute de 
la production d' ATP (Nieminen et al. , 1997). 

Le t-BHP est utilisé à une concentration de 5. 10·5M. Cette concentration a été 
déterminée lors de la mise au point du modèle réalisée au laboratoire. Elle est suffisamment 
importante pour induire la mort cellulaire par apoptose sans être trop importante que pour ne 
pas induire la mort cellulaire par nécrose. 
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Figure 6: Effet de l'inhibition de l'expression de HIF-lcx par siRNA sur le clivage de la 
protéine PARP induit par le t-BHP. 
Les cellules HepG2 ont été incubées pendant 6h en présence de t-BHP à une concentration de 
5.10-5 M dans milieu CO2-indépendant, soit en normoxie (N), soit en hypoxie (H). Cette 
incubation a débuté 48h post-transfection. Pour certaines conditions, les cellules ont 
préalablement été transfectées avec ou sans siRNA en utilisant le siPORT lipid comme agent 
transfectant. Les cellules ont ensuite été lysées et l'abondance de la protéine PARP non-clivée et 
du fragment a été détectée dans les extraits cellulaires par Western Blot. Un contrôle de charge a 
été réalisé grâce à la révélation del' a-tubuline. Après quantification de l' intensité des bandes, la 
quantité de fragments clivés de PARP a été évaluée en normalisant l'abondance du fragment de 
85 kDa pa r la quantité totale de protéines P ARP. Les valeurs sont indiquées en dessous de 
chaque piste (en%). 
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3.2.Etude par Western Blot du clivage de PARP suite à l' inhibition de HIF-1 

La première expérience réalisée est un Western Blot effectué sur des extraits de 
cellules HepG2 incubées sous hypoxie pendant 6 heures en présence de t-BHP. Dans une 
expérience préliminaire, nous n'avons observé qu'un effet très faible du t-BHP, probablement 
dû au fait que comme il y a un jour de plus par rapport au modèle expérimental précédent, 
entre le repiquage des cellules et l'incubation en présence de t-BHP suite à la transfection du 
siRNA, les cellules ont le temps de se diviser plus. La densité cellulaire a donc été diminuée 
dans la seconde expérience. Pour ce Western Blot, les cellules ont été repiquées à une densité 
de 400 000 cellules par boîte de culture de 25cm2 au lieu des 665 000 utilisées précédemment. 

Le clivage de la protéine P ARP qui est un des substrats de la caspase 3 est un 
événement caractéristique de l'apoptose. La protéine P ARP intervient notamment dans la 
réparation de l 'ADN et doit donc être inactivée pour permettre le bon déroulement du 
programme apoptotique. Cette inactivation est obtenue par son clivage. 

Deux formes de P ARP seront observées par Western Blot dans les cellules en 
apoptose. La protéine P ARP a un poids moléculaire de 116 kDa et sera clivée en un fragment 
de 85 kDa détectable et un autre de 24 kDa, qui n 'est pas reconnu par l' anticorps utilisé. 

Analyse des résultats 

La nomenclature de certaines conditions doit être précisée : 

► La condition normoxie avec sérum (N+S) représente les cellules incubées pendant 
l' incubation de 6h dans du milieu CO2-indépendant avec sérum. Ces cellules n ' ont également 
pas subi de privation de sérum entre la transfection et l' incubation. 
► Les conditions N+t et H+t représentent les cellules incubées , respectivement en normoxie 
et en hypoxie dans du milieu CO2-indépendant qui contient du t-BHP à une concentration de 
5 .1 o·5M en ayant été privées de sérum pendant les dernières 24h. 

Les résultats du Western Blot, présentés à la figure 6, révèlent la présence de P ARP 
non clivé dans toutes les conditions. Après une incubation de 6 heures en normoxie, les 
cellules incubées en présence de t-BHP présentent un fragment à 85 kDa en plus de celui de 
116 kDa. La présence du fragment de 85 kDa indique que dans ces conditions le clivage de 
P ARP a lieu, suite au processus apoptotique déclenché par le t-BHP. 

L 'hypoxie semble apporter une protection contre l' apoptose induite par le t-BHP car 
l ' abondance du fragment de 85 kDa est beaucoup plus faible que pour la condition 
équivalente en normoxie. 

L ' agent transfectant ne semble pas avoir d'effet par lui-même sur l ' induction de 
l' apoptose car P ARP ne semble pas clivé lorsque les cellules ont subi une transfection 
uniquement avec le siPORT lipid. Cependant, au niveau des cellules transfectées avec le 
siPORT lipid puis incubées en présence de t-BHP, le clivage de PARP paraît beaucoup plus 
important qu'au niveau des cellules n'ayant pas été transfectées avant l ' incubation en 
présence de t-BHP. Le siPORT lipid, s ' il n'induit pas l' apoptose par lui-même, semble être 
capable de potentialiser l ' effet du t-BHP puisqu ' on observe une accentuation du processus 
apoptotique. 

Lorsque les cellules ont été transfectées avec le siRNA anti-HIF-la, nous observons le 
clivage de PARP mais comme l'agent transfectant a un effet par lui-même il n ' est pas 
possible de déterminer l'effet de l'inhibition de HIF-1 sur le déroulement de l' apoptose. 

Les résultats obtenus avec le siRNA scramble peuvent quand même nous faire penser 
que l' inhibition de HIF-la joue un rôle pro-apoptotique car lorsque le siRNA HIF-la est 
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Figure 7: Effet de l'inhibition de l'expression de la sous-unité HIF-la. par siRNA sur 
l'activation des caspases induite par le t-BHP. 
Les cellules HepG2 ont été transfectées avec le siRNA anti-HIF-la ou le siRNA scramble en 
utilisant le siPOR T lipid comme agent transfectant. Après avoir subi une privation de sérum 
de 24h, les cellules ont été incubées en présence de t-BHP dans du milieu C02-indépendant 
pour une durée de 3h, en normoxie ( □ ) ou en hypoxie ( • ). A la suite de ces incubations, 
une mesure de 1 a quantité de forme active de 1 a caspase 3 a été réalisée par ELISA. Les 
résultats sont présentés en unités d 'absorbance en tant que moyenne ±1 écart-type (n=3). 
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substitué par un scramble, le clivage de P ARP ne semble pas avoir lieu. Cet effet est toutefois 
en contradiction avec celui observé avec la condition siPORT lipid seul. Il n'est donc pas 
possible d'apporter une interprétation claire de ces résultats. 

3.3.Mesure de l'activité des caspases 

Afin de vérifier les résultats obtenus lors de l' expérience précédente, une mesure de 
l'activité des caspases a été réalisée. La caspase dont l'activité a été étudiée est la caspase-3 . 
Cette étude a été effectuée sur des cellules HepG2 repiquées à une densité de 30 000 cellules 
par puits au lieu des 50 000 précédemment de façon à favoriser l ' effet du t-BHP. Les 
conditions testées sont identiques à celles considérées lors de l'expérience précédente. 

L 'activation des caspases étant un événement précoce du processus apoptotique, la 
durée de l' incubation en présence de t-BHP en normoxie ou en hypoxie a été réduite à 3h. 

Analyse des résultats 

Les résultats obtenus sont représentés graphiquement à la figure 7. Le t-BHP 
augmente de façon importante la quantité de caspases 3 actives dans les cellules. Une légère 
protection de l'hypoxie est observée si on compare les conditions normoxie et hypoxie en 
présence de t-BHP. Les cellules incubées en normoxie en présence de CO2-indépendant 
+ 10% sérum et n' ayant pas subi de privation de sérum préalablement présentent un niveau 
d'activation des caspases 3 plus faible, ce qui indique que la privation de sérum induit bien 
elle-même l'apoptose. 

Le niveau d'action de la caspase 3 ne semble pas être influencé par le siPORT lipid car 
le niveau d'activité est du même ordre que celui obtenu pour les conditions normoxie et 
hypoxie. Par contre, lorsque les cellules sont incubées en présence de t-BHP, l'agent 
transfectant semble, comme remarqué au niveau du Western Blot, interférer avec l'effet dut
BHP même si dans ce cas, il semble plutôt induire une diminution de l'activation de la 
caspase 3. La transfection avec le siRNA anti-HIF-la ne semble pas activer d'avantage la 
caspase 3 que le siPORT seul et les valeurs d'activation de la caspase 3 après transfection 
avec le siRNA anti-HIF-la ou le scramble sont très proches. 

Ce résultat confirme bien le rôle« perturbateur» du siPORT lipid dans l'induction de 
l'apoptose par le t-BHP comme observé dans l'expérience précédente. Cet agent transfectant 
ne semble donc pas être le bon choix car il nous empêche d'observer tout effet du siRNA anti
HIF-la. Il est donc impossible de vérifier si HIF-1 joue un rôle protecteur dans l'induction 
de l' apoptose par le t-BHP et la privation de sérum lorsqu'on utilise le siPORT lipid. Cet 
agent transfectant a donc été abandonné au profit de la Lipofectamine 2000 puisque nous 
avons précédemment montré que leur efficience de transfection était comparable. 

3.4.Etude de l' activité des caspases par immunofluorescence 

Afin d'étudier l'effet de l'inhibition de HIF-1 sur la protection apportée par l 'hypoxie 
de l'apoptose induite par le t-BHP, une immunofluorescence pour révéler la forme active de la 
caspase 3 a été réalisée. Les cellules ensemencées à 30 000 cellules par puits ont été 
transfectées avec le siRNA en utilisant la Lipofectamine 2000 comme agent transfectant. 20h 
après la transfection, les cellules ont subi une privation de sérum de 24h, avant d'être incubées 
pendant 3h, en normoxie ou en hypoxie, en présence de t-BHP. Ensuite, la caspase 3 et HIF
la ont été révélées avec des fluorochromes différents afin d'observer si l'inhibition de HIF-1 
coïncidait avec l'activation de la caspase 3. 
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Figure 8: Effet de l'inhibition de l'expression de IDF-la sur l'activation de la caspase 3 
induite par le t-BHP. 
Les cellules HepG2 ont été transfectées avec le siRNA anti-HIF-la à une concentration de 
100 nM en utilisant la Lipofectamine 2000 comme agent transfectant. 20 apr ès la 
transfection, les cellules ont été privées de sérum pendant 24h, puis incubées en présence de t
BHP, en hypoxie (H) (B) ou en normoxie (N) (A), pendant 3h. Les cellules ont ensuite été 
fixées, puis la caspase 3 active (rouge) et HIF-la (vert) ont été détecté par 
immunofluorescence. Les cellules ont été observées en microscopie confocale en gardant le 
photomultiplicateur constant. 
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Figure 9: Effet de l'inhibition de l'expression de la sous-unité HIF-la par siRNA sur 
l'induction de la mortalité cellulaire induite par le t-BHP. 
Les cellules HepG2 ont été transfectées avec le siRNA anti-HIF-la ou le siRNA scramble en 
utilisant la Lipofectamine 2000 comme agent transfectant. Après avoir subi une privation de 
sérum de 24h, les cellules ont été incubées en présence de t-BHP dans du milieu C02-

indépendant pour une durée de 8h, en normoxie (D) ou en hypoxie (• ). Ensuite, la 
cytotoxicité a été évaluée en dosant l'activité de la lactate déshydrogénase (LDH) libérée dans 
le milieu de culture. Les résultats sont présentés en unités d'absorbance en tant que moyenne 
±1 écart-type (n=3). 



Troisième partie : Résultats et Discussion 

Analyse des résultats 

En normoxie (figure 8.A), la sous-unité HIF-la est absente dans toutes les conditions 
et on n'observe pas de caspase 3 active en l'absence de traitement au t-BHP. Les cellules 
traitées au t-BHP présentent un marquage de la caspase 3 active important au niveau de 
certaines cellules. La transfection avec la Lipofectamine 2000 n'induit apparemment pas 
l'activation des caspases et n'augmente pas non plus l'effet du t-BHP. 

L 'hypoxie (figure 8.B) permet la stabilisation de HIF-la dans les cellules incubées 
sous hypoxie en présence ou en l'absence de t-BHP. Les cellules traitées au t-BHP en 
conditions d'hypoxie semblent présenter un plus faible pourcentage de cellules positives pour 
la caspase 3 active, en comparaison avec celui observé pour les conditions équivalentes en 
normoxie, suggérant l ' effet protecteur de l'hypoxie. 

Les cellules transfectées avec le siRNA anti-HIF-la semblent présenter un marquage 
de HIF-1 a atténué et cette atténuation coïncide avec l'augmentation du nombre de cellules 
marquées par la caspase 3 active. Les cellules qui sont positives pour le marquage de la 
caspase 3 présentent un marquage de HIF-1 a très faible ou nul. Cet effet n'est pas observé 
lorsque les cellules sont transfectées avec le siRNA scramble. Ces résultats suggèrent que 
l'inhibition de HIF-1 engendre une perte de la protection contre l ' apoptose apportée par 
l'hypoxie. 

3.5.Mesure de la cytotoxicité cellulaire induite par le t-BHP 

Afin de confirmer ces résultats, nous avons quantifié la mortalité globale des cellules 
incubées dans les différentes conditions. Un test de cytotoxicité cellulaire se basant sur la 
libération de la LDH, conséquente à la rupture de la membrane plasmique, a été effectué à 
partir de cellules HepG2 ensemencées à une densité de 30 000 cellules par puits. Ces cellules 
après avoir été transfectées avec le siRNA, ont subi une privation de sérum de 24h puis une 
incubation de 8h en présence de t-BHP, en normoxie ou en hypoxie. 

Analyse des résultats 

Les résultats obtenus sont présentés graphiquement à la figure 9. Le t-BHP induit bien 
une augmentation de la mortalité cellulaire de l'ordre de 60%. Une légère protection contre 
l'apoptose est observée en cas d'incubation en condition d'hypoxie. 

En ce qui concerne les cellules qui n'ont pas subi d'incubation en présence de t-BHP, 
les valeurs de cytotoxicité des cellules transfectées avec la Lipofectamine 2000 correspondent 
à celles obtenues pour les cellules contrôles, aussi bien en normoxie qu 'en hypoxie. La 
Lipofectamine 2000 ne semble donc pas induire la mortalité cellulaire par elle-même. 

Si on observe les résultats obtenus pour les cellules transfectées uniquement avec la 
Lipofectamine 2000 avant d'être incubées en présence de t-BHP, on voit que les valeurs de 
cytotoxicité sont également comparables à celles obtenues pour les cellules incubées en 
présence de t-BHP sans avoir subi de transfection auparavant. La Lipofectamine 2000 ne 
semble donc pas potentialiser l ' effet du t-BHP. Elle n'influence apparemment pas la 
mortalité cellulaire quelles que soient les conditions. 

Au niveau des cellules transfectées avec le siRNA anti-HIF-la ou le siRNA scramble, 
le niveau de cytotoxicité observé varie très peu par rapport aux cellules contrôles ou aux 
cellules transfectées avec l'agent transfectant. Une observation similaire est réalisée si on 
compare les même conditions après incubation au t-BHP, même si une légère diminution de la 
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Figure 10: Effet de l'étoposide sur l'activation de la caspase-3. 
Les cellules ensemencées à une densité de 30 000 cellules par puits ont été incubées pendant 
16h en présence d'étoposide à une concentration de 50 µMou 100 µM dans du milieu C02-

indépendant en normoxie p ) ou en hypoxie (.alll ). Ensuite, une mesure de la quantité de la 
forme active de la caspase-3 a été réalisée par ELISA. Les résultats sont présentés en unités 
d'absorbance en tant que moyenne ±1 écart-type (n=3) . 
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Figure 11 : Effet de l'étoposide sur la mortalité cellulaire. 
Les cellules ensemencées à une densité de 30 000 cellules par puits ont été incubées pendant 20h 
en présence d'étoposide à une concentration de 50 µM dans du milieu CO2-indépendant en 
normoxie (-) ou en hypoxie (CJ). Ensuite, la cytotoxicité a été évaluée en dosant l'activité de 
la lactate deshydrogénase (LDH) libérée dans le milieu de culture. Les résultats sont présentés en 
unités d'absorbance en tant que moyenne ±1 écart-type (n=3). 



Troisième partie : Résultats et Discussion 

mortalité cellulaire est observée, diminution d'amplitude comparable pour le siRNA anti-HIF-
1 a et le siRNA scramble. 

3.6.Modèle d'induction de l'apoptose par l'étoposide 

La protection de l'hypoxie contre l'apoptose induite par le t-BHP étant très faible et 
l' intensité de l'effet du t-BHP étant fort variable d'une expérience à l'autre, un moyen 
d'induire l'apoptose de façon plus efficace et plus reproductible a été recherché. 
Le potentiel d'induction de l'apoptose de plusieurs substances a été testé en suivant 
l'activation de la caspase 3, mesurée par ELISA et une d'elles semble capable d'induire 
l'apoptose de façon efficace, il s'agit de l' étoposide. 

3.6.1.Mise au point du modèle d'induction de l'apoptose par l'étoposide 

L' etoposide . empêche la synthèse d'ADN en formant un complexe avec la 
topoisomérase II et l' ADN. Ce complexe induit des coupures doubles brins et inhibe leur 
réparation par la topoisomérase II. Les coupures accumulées bloquent l'entrée dans la phase 
mitotique et mènent à la mort cellulaire. L'étoposide agit donc essentiellement au niveau de 
la transition entre les phases S et 02 du cycle cellulaire. 

Pour évaluer l' effet de l'étoposide, une mesure de la quantité de caspase 3 active a été 
réalisée sur des cellules HepG2 ensemencées dans du milieu DMEM+S à une densité de 30 
000 cellules par puits, au jour O. Au jour 2, les cellules ont été incubées pendant 16h, en 
présence d'étoposide. Cette incubation a été réalisée soit en hypoxie, soit en normoxie. Deux 
concentrations en étopo~ide ont été testées, 50 et 100 µM. 

Analyse des résultats 

Pour ces deux concentrations, on observe une forte augmentation de la quantité de 
caspase 3 active en normoxie, alors qu'en hypoxie il semble que l'activation de la caspase 3 
soit inférieure de 50 % au niveau rencontré en normoxie. Cette observation est valable pour 
les deux concentrations (figure 10). Le rapport étant équivalent pour les deux concentrations, 
la concentration de 50 µMa été choisie pour les expériences suivantes. 

Afin de confirmer ces résultats, une mesure de la libération de la LDH a été réalisée en 
utilisant le même modèle expérimental. Pour ce test, seule la concentration de 50 µM a été 
utilisée. 

Analyse des résultats 

Les résultats obtenus et présentés à la figure 11 confirment la protection apportée par 
l' hypoxie et déjà observée lors de la mesure de la caspase 3 active. Une protection 
légèrement inférieure à 50% est observée au niveau des cellules incubées en hypoxie en 
présence d' étoposide à une concentration de 50 µM par rapport aux cellules incubées en 
présence d'étoposide mais en normoxie. 
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Fi2ure 12: Effet de l'inhibition de l'expression de la sous-unité HIF-lcx par siRNA sur 
l'activation des caspases induite par l'étoposide. 
Les cellules HepG2 ont été transfectées avec le siRNA anti-HIF-la ou le siRNA scramble en 
utilisant comme agent transfectant la Lipofectamine 2000. Ensuite, une mesure de l'activité des 
caspases a été réalisée. Les résultats sont présentés en unités d'absorbance en tant que moyenne 
±1 écart-type (n=3). 
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3.6.2.Dosage de l 'activité des caspases suite à une incubation en présence d'étoposide 

Le modèle d'induction de la mort cellulaire par apoptose a dû être adapté à ce nouvel 
agent inducteur d'apoptose. Les cellules sont ensemencées à une densité de 30 000 cellules 
par puits au jour O dans du milieu DMEM+10% sérum. Au jour 1, la transfection avec le 
siRNA est réalisée. Après les 4h de transfection, les cellules sont incubées dans du milieu 
D MEM + 10% sérum jusqu'au terme du jour 2 où elles sont alors incubées en présence 
d'étoposide dans du milieu CO2-indépendant pendant 16h. 

Analyse des résultats 

Les résultats obtenus et présentés graphiquement à la figure 12 indiquent une forte 
augmentation de la quantité de caspases actives en normoxie lorsque les cellules sont incubées 
en présence d'étoposide. L'étoposide induit de façon beaucoup moins marquée la mort 
cellulaire en condition d 'hypoxie, ce qui semble confirmer le rôle protecteur de l'hypoxie 
contre la mort cellulaire par apoptose. 

La Lipofectamine 2000 ne semble pas avoir d'effet par elle-même puisque la quantité 
de caspases actives obtenue pour les cellules transfectées uniquement avec l'agent 
transfectant correspond à celle obtenue pour les cellules contrôles, aussi bien suite à une 
incubation en hypoxie qu'en normoxie. 

L'induction de l'apoptose par l'étoposide ne semble pas influencée par la 
Lipofectamine 2000. La quantité de caspases actives suite à l'incubation en présence de 
l' étoposide est identique, que les cellules aient été mises au contact de la Lipofectamine 2000 
ou non. 

Par contre, la transfection avec le siRNA anti-HIF-1 a semble protéger les cellules de 
la mort par apoptose. Cependant, il semble que cette protection soit la conséquence d'une 
réponse non spécifique car une protection équivalente est observée suite à une transfection 
avec le siRNA scramble. Cette protection serait donc due aux siRNA, mais indépendamment 
de sa séquence. On ne peut donc pas interpréter les résultats. 

- 44 -



CondU§ion et Perspective§ 
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En situation d'hypoxie, les cellules tentent de maintenir leur homéostasie par des 
adaptations à court terme dans un premier temps puis à long terme si l'hypoxie se prolonge. 
Les adaptations à court terme consistent notamment en la réorientation du métabolisme 
aérobie vers la glycolyse. En cas d'hypoxie prolongée, les cellules et les tissus s' adaptent en 
augmentant la synthèse d'enzymes de la glycolyse ainsi que de facteurs de croissance comme 
l 'EPO et le VEGF responsables respectivement de l'érythropoïèse et de la néoangiogenèse. 
La plupart de ces adaptations découlent de l 'activité du facteur de transcription HIF-1. 

HIF-1 est un hétérodimère constitué de ARNT et HIF-la. Cette dernière sous-unité 
est rapidement dégradée en présence d 'oxygène, elle n'est donc présente essentiellement 
qu'en condition d 'hypoxie. Dans ces conditions, sa présence permet la formation, dans le 
noyau, du facteur de transcription HIF-1 via son association avec ARNT. Une fois activé, 
HIF-1 peut alors induire l ' expression de ses gènes cibles comme les gènes codant pour le 
VEGF, l'EPO, les enzymes de la glycolyse et les transporteurs de glucose Glut 1 et Glut 4. 

HIF-1 ne permet pas seulement l'adaptation des cellules à l'hypoxie, il semble qu' il 
soit également impliqué dans la modulation de l'apoptose en fournissant aux cellules une 
protection contre l'apoptose. Selon plusieurs recherches réalisées sur des cellules 
cancéreuses, il semble que le rôle de HIF-1 dans le développement des tumeurs soit 
important. Lorsqu'une tumeur se développe, il apparaît une zone hypoxique au centre de la 
tumeur due à l ' éloignement de ces cellules de la circulation. Cette zone centrale n'est donc 
plus alimentée en oxygène. Il en résulte une activation du facteur de transcription HIF-1 qui 
va induire l ' expression du VEGF. Le VEGF ainsi produit va alors initier la 
néovascularisation en agissant au niveau des capillaires adjacents . Une fois vascularisée, la 
tumeur dispose des éléments nécessaires à sa croissance et à la dispersion des cellules 
tumorales pour la formation de métastases. 

Cependant, deux hypothèses contradictoires sont décrites dans la littérature pour 
expliquer le rôle de HIF-1 dans la croissance des tumeurs. Il a été montré que la croissance 
tumorale des cellules déficientes pour HIF-1 a est favorisée dans certains cas, mais ralentie 
dans d'autres . La croissance serait défavorisée car les cellules déficientes pour HIF-la 
seraient incapables de produire du VEGF. La néoangiogenèse n'ayant pas lieu, la croissance 
serait fortement ralentie de par l'accentuation de l'hypoxie au niveau de la tumeur (Ryan et 
al. , 1998). D ' autre part, HIF-1 semble favoriser dans certains cas l ' apoptose, ce qui 
permettrait de limiter la croissance des tumeurs (Carmeliet et al., 1998). Ce rôle pro
apoptotique serait la conséquence de la stabilisation de la protéine pro-apoptotique p53 , suite 
à son association avec HIF-la (An et al., 1998). 

Un modèle a été proposé par Suzuki qui permet de concilier les rôles pro-apoptotique 
et anti-apoptotique de HIF-1. Le rôle pro- ou anti-apoptotique de HIF-1 serait dépendant de 
la durée et de la sévérité de l'hypoxie. En cas d'hypoxie sévère (0,1 % d'O2) ou prolongée, 
HIF-1 aurait un rôle pro-apoptotique alors qu'en cas d'hypoxie légère, son rôle serait plutôt 
anti-apoptotique (Suzuki et al. , 2001). 
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Sur base de ces contradictions, des travaux ont été entrepris dans notre laboratoire afin 
de déterminer si HIF-1 pouvait jouer un rôle dans la protection contre l'apoptose observée en 
hypoxie (Piret et al., 2004). Ces travaux montrent que dans des conditions dans lesquelles 
HIF-1 est effectivement activé, l'hypoxie protège les cellules HepG2 de l'apoptose induite par 
le ter-butyl hydroperoxyde et/ou la déprivation de sérum. Cependant, aucun argument 
expérimental ne permet de dire que c'est via l' activation de HIF-1 que l'hypoxie protège de 
l' apoptose. L'objectif de ce travail était d'étudier le rôle de HIF-1 dans cette protection. 

Pour cela, nous avons inhibé la synthèse de la sous-unité HIF-la par RNAi et étudié 
l'effet que pouvait avoir cette inhibition sur la protection contre l' apoptose induite par let
BHP et en présence d' étoposide observée en hypoxie. 

La première étape fut la mise au point des différents paramètres de transfection. 
Plusieurs concentrations en siRNA et en agents transfectant ont été testées en suivant 
l'expression de HIF-la en immunofluorescence et en Western Blot. De plus, deux agents 
transfectant ont été testés. Les résultats obtenus ont permis de fixer la concentration en agent 
transfectant à 2 µl par puits et la concentration en siRNA à 100 nM. Une concentration en 
siRNA plus élevée semble avoir des effets non-spécifiques. Pour les deux agents 
transfectants testés, le siPORT lipid et la Lipofectamine 2000, des résultats équivalents ont été 
obtenus. 

Une transfection de 4h avec ces concentrations en agent transfectant et en siRNA a 
pour conséquence une inhibition de l'expression de HIF-1 a de l'ordre de 50%. Les résultats 
obtenus en immunofluorescence indiquent que 50% des cellules sont touchées par la 
transfection mais qu'au niveau de ces cellules transfectées, l'inhibition de l'expression de 
HIF-la est quasi totale. 

Dans un deuxième temps, nous avons voulu observer si l'inhibition de l'expression de 
HIF-la était suffisante pour observer un effet sur l'activité transcriptionnelle de HIF-1. Pour 
cela, l'activité de HIF-1 a été mesurée par un système rapporteur et en suivant l'expression de 
deux gènes cibles par Real Time PCR. Une inhibition de l' activité transcriptionnelle de HIF-
1 de l'ordre de 50% a été observée 48h après la transfection avec le siRNA anti-HIF-la. 

La transfection avec le siRNA anti-HIF-la ayant un effet sur l'expression de HIF-la 
et sur l ' activité transcriptionnelle de HIF-1 , nous avons voulu étudier si l'inhibition de 
l'expression de HIF-la avait également des répercutions sur l'apoptose induite par le ter
butyl hydroperoxyde (t-BHP) et la déprivation de sérum et plus précisément si une perte de 
protection apportée par l'hypoxie était observée. Pour cela, l'apoptose a été induite par une 
incubation en présence de t-BHP à une concentration de 5.10-5 M, précédée d'une déprivation 
de sérum de 24h. 

Afin d'étudier l'effet du siRNA sur la modulation de l' apoptose induite par le t-BHP, 
plusieurs caractéristiques de l'apoptose ont été étudiées . Nous nous sommes d' abord 
intéressés à la protéine PARP. Il s'agit d'une protéine qui participe à la réparation de l'ADN 
et qui doit donc être clivée par la caspase 3 lors du processus apoptotique empêchant ainsi une 
interférance avec le processus de fragmentation de l' ADN. Nous avons donc suivi son 
clivage afin de voir si l ' inhibition de l'expression de HIF-la avait pour conséquence une 
perte de la protection contre l'apoptose fournie par l'hypoxie. Si le clivage induit par le t
BHP augmentait de façon importante suite à la transfection avec le siRNA anti-HIF-la par 
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rapport aux cellules non transfectées, l'implication du facteur de transcription HIF-1 n'a pu 
être mis en évidence en raison de l ' effet interférant de l ' agent transfectant utilisé, le siPORT 
lipid. L'étude d'autres marqueurs de l'apoptose comme l'activation de la caspase 3 mesurée 
par ELISA a confirmé l'effet perturbateur du siPORT lipid. Cet agent transfectant a alors été 
abandonné et remplacé pour le reste des expériences par la Lipofectamine 2000, le deuxième 
agent transfectant testé lors de la mise au point du modèle de transfection. 

L ' effet du siRNA anti-HIF-la transfecté à l ' aide de la Lipofectamine 2000 a été 
étudié en suivant l'activation de la caspase 3. Une mise en évidence de la forme active de la 
caspase 3 ainsi que la sous-unité HIF-la a été réalisée en immunofluorescence. L'avantage 
de cette approche est de pouvoir suivre dans chaque cellule l ' inhibition de l'expression de 
HIF-1 a et l'activation de la caspase 3. Il semble que la quantité de caspase 3 active augmente 
de façon importante au niveau des cellules où il y a l'inhibition de la sous-unité HIF-la. Ceci 
semble donc confirmer le rôle anti-apoptotique de HIF-1 dans ces conditions. 

La protection apportée par l 'hypoxie lorsque l'apoptose est induite par le t-BHP n'est 
pas toujours très marquée, probablement parce que le t-BHP induit aussi fortement de la 
nécrose. Nous avons donc mis au point un second modèle d'induction de l ' apoptose. Dans ce 
modèle, l'apoptose est induite par une incubation en présence d'un agent utilisé en thérapie 
anti-cancéreuse, l'étoposide. Cet agent est utilisé à une concentration de 50 µM . Nous avons 
ainsi montré que ce modèle a l ' avantage par rapport au modèle d ' induction de l ' apoptose par 
le t-BHP et la déprivation de sérum d'être plus reproductible et de présenter une protection 
contre l ' apoptose importante en hypoxie. 

Nous avons étudié l'effet du siRNA anti-HIF-la dans ce modèle expérimental en 
suivant l ' activité globale des caspases. Les résultats indiquent que la Lipofectamine 2000 
n'influence pas le processus apoptotique, mais la transfection avec le siRNA anti-HIF- la 
semble diminuer l ' apoptose. Cette diminution semble, cependant, être due à une réponse non 
spécifique car une diminution identique est observée en cas de transfection d 'un siRNA non
complémentaire de l'ARNm de HIF-la (scramble). Cette réponse est probablement due à la 
concentration élevée en siRNA utilisée. 

L'ensemble des résultats obtenus au cours de ce travail ne permet donc pas de tirer des 
conclusions définitives quant au rôle de HIF-1 dans la modulation de l'apoptose même si 
certaines données semblent confirmer son rôle anti-apoptotique. Deux facteurs pourraient 
être responsables. Premièrement, la transfection du siRNA à 100 nM semble perturber 
certains processus : par exemple une diminution de l ' activation des caspases est observée 
lorsque les cellules sont transfectées avec le siRNA scramble, alors que nous n ' avions pas 
observé d 'effet du siRNA scramble sur l'activité de HIF-1. La transfection par elle-même ou 
une réponse de type interféron pourrait peut-être expliquer ces effets. Deuxièmement, le 
relativement faible taux d ' inhibition de l'activité du facteur de transcription HIF-1. Le 
modèle d'inhibition de l'expression de HIF-la par siRNA utilisé provoque une inhibition de 
l' expression de HIF-la et de l ' activité transcriptionnelle de HIF-1 de l'ordre de 50%, ce taux 
d'inhibition n ' est peut être pas suffisant que pour observer une répercussion suffisamment 
importante sur le rôle de HIF-1 dans la modulation de l'apoptose. 

Lors des observations en immunofluorescence, nous avons observé que le pourcentage 
de cellules transfectées était de l'ordre de 50%, mais que dans ces cellules, l ' inhibition de 
l'expression de HIF-la était pratiquement totale. Afin de confirmer cette observation, un 
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marquage de HIF-la en immunofluorescence au niveau de cellules transfectées avec un 
siRNA anti-HIF-la marqué à la fluorescéine pourrait être réalisé. Ceci permettrait une 
meilleure estimation de l'efficience de transfection ainsi que de l'efficacité des siRNA quant à 
l'inhibition de l'expression de HIF-la. 

Dans nos conditions expérimentales, environ 50% des cellules ne présentent pas 
d'inhibition de l ' expression de HIF-la. Afin d'augmenter le pourcentage de cellules 
transfectées, une transfection de plus longue durée pourrait être effectuée, même si le temps 
utilisé ( 4h) était celui conseillé pour l'utilisation de ces deux agents transfectants. Une autre 
possibilité serait de réaliser plusieurs transfections successives sur les mêmes cellules. 
Cependant, l' exposition répétée ou prolongée des cellules au contact de l'agent transfectant 
pourrait avoir un effet toxique sur les cellules. Une alternative serait de séparer après chaque 
transfection les cellules transfectées des autres par cytométrie de flux . 

L'utilisation de cellules déficientes pour HIF-la pourrait également être envisagée 
comme approche alternative à l'utilisation des siRNA, pour caractériser le rôle de HIF-1 dans 
la modulation de l' apoptose. 

Nous avons choisi d 'observer l'effet de HIF-1 sur la modulation de l'apoptose en 
inhibant l' expression de HIF-la. Une autre possibilité pour étudier l'effet de HIF-1 serait de 
surexprimer HIF-la en introduisant un plasmide qui contient une copie du gène HIF-la 
placée sous le contrôle d'un promoteur fort. HIF-la étant alors surexprimé, l' activité 
transcriptionnelle de HIF-1 devrait augmenter. Si HIF-1 exerce bien un rôle protecteur contre 
l'apoptose, cette protection devrait alors être déjà observée en normoxie et renforcée en 
hypoxie. 

Une inhibition des prolyl hydroxylases pourrait également être envisagée afin de 
permettre une stabilisation de HIF-1 a en normoxie. Quelques expériences préliminaires 
montrent que c' est effectivement le cas. Si HIF-1 intervient dans la protection contre 
l' apoptose rencontrée en condition d'hypoxie, celle-ci devrait également être observée en 
normoxie si la sous-unité HIF-1 a est stabilisée. 

L'ensemble de ces expériences devrait permettre de caractériser le rôle du facteur de 
transcription HIF-1 dans la modulation du processus apoptotique. 
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