
Institutional Repository - Research Portal
Dépôt Institutionnel - Portail de la Recherche

THESIS / THÈSE

Author(s) - Auteur(s) :

Supervisor - Co-Supervisor / Promoteur - Co-Promoteur :

Publication date - Date de publication :

Permanent link - Permalien :

Rights / License - Licence de droit d’auteur :

Bibliothèque Universitaire Moretus Plantin

researchportal.unamur.beUniversity of Namur

MASTER EN  SCIENCES BIOLOGIQUES

Etude de la sensibilité de cellules déplétées en ADN mitochondrial (RHO°) à l'apoptose

Votquenne, Julien

Award date:
2005

Link to publication

General rights
Copyright and moral rights for the publications made accessible in the public portal are retained by the authors and/or other copyright owners
and it is a condition of accessing publications that users recognise and abide by the legal requirements associated with these rights.

            • Users may download and print one copy of any publication from the public portal for the purpose of private study or research.
            • You may not further distribute the material or use it for any profit-making activity or commercial gain
            • You may freely distribute the URL identifying the publication in the public portal ?
Take down policy
If you believe that this document breaches copyright please contact us providing details, and we will remove access to the work immediately
and investigate your claim.

Download date: 06. May. 2024

https://researchportal.unamur.be/fr/studentTheses/42154f41-0867-4620-8155-016973c05463


FACULTES UNIVERSITAIRES NOTRE-DAME DE LA PAIX 

NAMUR 

Faculté des Sciences 

ETUDE DE LA SENSIBILITE DE CELLULES DEPLETEES EN ADN MITOCHONDRIAL (RHO°) 

A L'APOPTOSE 

Mémoire présenté pour l'obtention du grade de 

licencié en Sciences biologiques 

Julien VOTQUENNE 
Août2005 



Facultés Universitaires Notre-Dame de la Paix 
FACULTE DES SCIENCES 

Secrétariat du département de Biologie 
Rue de Bruxelles 61 - 5000 Namur 

Téléphone:+ 32(0)81.72.44.18 - Téléfax:+ 32(0)81.72.44.20 
E-mail : joelle.jonet@fundp.ac.be 
http://www.fundp.ac.be/fundp.html 

Etude de la sensibilité de cellules déplétées en ADN mitochondrial (rho0
) à 

l'apoptose 

VOTQUENNE Julien 

Résumé 

De nombreuses pathologies humaines et animales dont certaines maladies neurodégénératives 
sont sous-tendues par des dysfonctionnements mitochondriaux et souvent associées à une 
mortalité cellulaire par apoptose. L'utilisation de cellules partiellement ou totalement 
déplétées en ADN mitochondrial (ADNmt) comme modèles d'étude des dysfonctionnements 
mitochondriaux est couramment employée afin d'étudier les réponses cellulaires à une 
altération de l'activité mitochondriale. Ce travail a été réalisé dans le but de caractériser la 
sensibilité des cellules 143B déplétées en ADNmt (ou rho0

) à l'apoptose induite par la 
staurosporine, un sujet controversé dans la littérature. 

Une première . approche au niveau transcriptomique utilisant la technologie des damiers à 
ADN nous a permis de mettre en évidence que des gènes codant des protéines anti
apoptotiques (Bcl-2, Bel-XL) et pro-apoptotiques (Bax, Bad, Bid, Caspases-3, -7 et -9, p53, c
Myc) sont sous-exprimés dans les cellules 143B rho0

• Cette analyse a été complétée par 
l'identification de gènes codant des protéines impliquées dans l'apoptose et le contrôle du 
cycle cellulaire qui sont différentiellement exprimés dans les cellules 143B et 143B rhoO en 
réponse à une incubation en présence de staurosporine. Une seconde approche basée sur les 
dosages de la fragmentation de l' ADN et de l'activité de la caspase-3 nous a permis de 
caractériser la réponse apoptotique dans ces lignées cellulaires et de mettre en évidence que 
les cellules 143B déplétées eri ADNmt sont plus résistantes à l'apoptose induite par la 
staurosporine. Enfin, nous avons étudié les effets de la déplétion de l' ADNm1 et de la 
staurosporine sur la localisation et l'abondance de différentes protéines pro- et anti
apoptotiques telles que l'inhibiteur endogène de caspases XIAP, les protéines de la famille 
Bcl-2: Bax, Bcl-2, Bel-XL et Mcl-1 , et le cytochrome c. 

Ce travail a contribué à caractériser la réponse des cellules 143B rho0 à l'apoptose induite par 
la staurosporine et à commencer la recherche de mécanismes susceptibles d'expliquer la plus 
grande résistance de cellules présentant un dysfonctionnement à l'apoptose induite. 
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Introduction 



Figure 1.1 : Structure de la mitochondrie. La mitochondrie se compose de quatre compartiments : la 
membrane interne qui forme les crêtes mitochondriales, renferme la chaîne de transporteurs des électrons et 
délimite la matrice et l'espace intermembranaire qui contient des protéines pro-apoptotiques et est délimité 
par la membrane mitochondriale externe (micro.magnet.fsu.edu/cells/mitochondria). 



Introduction - 1 -

1. Introduction 

1.1. La mitochondrie 

1.1.1. Composition et structure 

La mitochondrie est un organite ubiquiste des cellules eucaryotes résultant de 
l'endosymbiose, il y a environ 2 milliards d'années, d'une a-protéobactérie ancestrale 
probablement du genre Rickettsia (Gray et al., 2001). Le nombre ainsi que la taille des 
mitochondries dans la cellule varient en fonction de l' état d'activité de celle-ci suite aux 
fusions et fissions subies par l'organite. A cet égard, il faut considérer la mitochondrie plus 
comme un réseau mitochondrial dynamique capable d'évoluer en fonction des besoins 
cellulaires que comme un organite «isolé» (Yaffe, 1999). La mitochondrie se compose de 
quatre compartiments : la matrice mitochondriale contenant le génome mitochondrial, vestige 
de son origine bactérienne. Ce génome est présent sous la forme de plusieurs copies d'ADN 
circulaire double brins et sera vu plus en détails au point 1.1.5 .. L'espace irttermembranaire 
renferme de nombreuses protéines pro-apoptotiques telles que le cytochrome c, dont le rôle 
principal est d'assurer le transfert des électrons le long de la chaîne respiratoire et donc de 
permettre la régénération de l' ATP, l' AIF (Apoptosis-Inducing Factor), la pro-caspase-9 et 
l'endonucléase G. Cet espace intermembranaire est délimité par deux membranes: les 
membranes mitochondriales interne (MMI) . et externe (MME) dont les compositions · en 
phospholipides et en protéines sont très différentes. En effet, la MMI est riche en cardiolipines 
lui conférant, d'une part, une faible perméabilité aux ions, permettant le maintien du potentiel 
électrochimique généré par la chaîne de transporteurs d'électrons et, d'autre part, une grande 
rigidité qui assure le maintien de l'assemblage des complexes protéiques de la chaîne 
respiratoire. Elle présente de nombreuses invaginations, constituant les crêtes 
mitochondriales, qui permettent l'augmentation de sa surface et donc du nombre de protéines. 
La MME possède, quant à elle, une perméabilité aux molécules de petite taille ( < 1500 Da) et 
aux ions tels que le Ca++ et le Na++. Cette perméabilité sélective est régulée par la présence de 
porines (VDAC: Voltage-Dependent Anion Channel) (Figure 1.1). 

1.1.2. La respiration cellulaire 

En plus de la production d' ATP, la mitochondrie est impliquée dans de nombreuses 
réactions métaboliques comme le cycle de Krebs, la ~-oxydation des acides gras(< 20 C) et le 
cycle de l'urée. Elle est également le site de nombreuses voies biosynthétiques telles que la 
synthèses des hormones stéroïdiennes, des groupements porphyriques (utilisés dans les 
clusters Fe-S des complexes de la chaîne respiratoire) et des corps cétoniques (Delsite et al., 
2002). Cet organite est également l'un des « centre d'intégration» de l'apoptose ou mort 
cellulaire programmée, essentielle à l'homéostasie des tissus des organismes multicellulaires 
dont il sera question au point 1.6 (Zimmermann et al., 2001). 

Nous allons uniquement décrire ici la production de l' ATP par les phosphorylations 
oxydatives mitochondriales. Le NADH et le FADH2 produits au niveau du cycle de Krebs 
dans la matrice mitochondriale vont apporter respectivement leur(s) électron(s) aux 
complexes I (NADH ubiquinone oxydoréductase) et II (succinate déshydrogénase) de la 
chaîne de transporteurs des électrons. Ces électrons vont être transférés par l'ubiquinone au 
complexe III ( ubiquinone cytochrome c oxydoréductase) et, via le cytochrome c, au complexe 



M itoc ho ndrial 
Matrix 

Figure 1.2 : La chaîne de transporteurs des électrons. Les molécules de NADH (réduites lors de la 
glycolyse et du cycle de Krebs) vont transférer des électrons au complexe Ide la chaîne respiratoire. Ceux-ci 
vont alors être acheminés, ainsi que les électrons transférés par le FADHz au complexe 11,jusqu'au complexe 
IV où ils permettront la réduction de 1'02 en H20. L'énergie perdue par les électrons permet un transfert des 
protons de la matrice mitochondriale dans l'espace intermembranaire au niveau des complexes I, III et IV. Le 
gradient électrochimique ainsi créé va permettre de regénérer le pool d' ATP cellulaire à partir d' ADP et de 
Pi au niveau du complexe V ou F 0-F 1ATPase (www.ceri.com). 
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IV (cytochrome oxydase) qui permettra le transfert de quatre électrons à une molécule d'O2 
pour former, avec quatre protons, deux molécules d'H2O (Figure 1.2). L'énergie des électrons 
transférés est convertie en un potentiel électrochimique (~'Pm), compris entre -220 mV et -180 
mV, par les complexes I, III et IV via le transfert de protons de la matrice mitochondriale dans 
l'espace intermembranaire lui conférant un pH plus faible que celui de la matrice. Le potentiel 
électrochimique généré par la chaîne respiratoire va permettre la régénération du pool d' ATP 
à partir d' ADP via la FoF1-ATPase qui va catalyser cette réaction en contrepartie du retour des 
protons dans la matrice. L' ATP matriciel et l' ADP cytosolique sont ensuite échangés lors 
d'un co-transport par l' ANT (Adenine Nucleotide Translocase) qui permet à la réaction de se 
poursuivre (Buchet et al., 1998). En contrepartie de la production d' ATP, la mitochondrie est 
l'un des principaux lieux de production de radicaux libres dérivés de l ' oxygène ou ROS 
(Reactive Oxygen Species) 

1.1.3. La mitochondrie et les ROS 

Dans les cellules de mammifères, plus de 90 % de l'oxygène consommé est utilisé par la 
mitochondrie et plus de 4 % de cet oxygène est transformé en espèces réactionnelles dérivées 
de l ' oxygène (O2··, H2O2, OH

0

)(Brookes et al., 2004; Vergani et al., 2004). En effet, il arrive, 
même en conditions normales, que les électrons qui transitent par la chaîne respiratoire ne 
parviennent pas jusqu'au complexe IV pour réduire 1'02 en H2O. Ils sont, dans ce cas, 
transférés directement à l'oxygène moléculaire et participent à sa réduction partielle formant 
des radicaux superoxydes Üi- réactifs et instables (leur temps de demi-vie est de 10·9 s). Ces 
radicaux superoxydes sont convertis par dismutation spontanée ou suite à l'action 
enzymatique des superoxydes dismutases en H2O2 qui pourra lui-même être converti en OH

0 

en présence d' ions métalliques par la réaction de Fenton. Les radicaux superoxydes produits 
dans la mitochondrie pourraient être transférés dans le cytosol par l'intermédiaire du canal 
VDAC (Brookes et al., 2004). 

Il existe dans la cellule trois enzymes anti-oxydantes importantes qui permettent de réguler 
l'abondance des radicaux libres, les SOD, la glutathion peroxydase (GPX) et la catalase. 
Comme il a été dit précédemment, les SOD catalysent la dismutation des radicaux 
superoxydes en peroxyde d'hydrogène dans la matrice mitochondriale (Mn-SOD) et dans le 
cytosol (Cu/Zn-SOD). La GPX, elle, catalyse la conversion des peroxydes en oxydes et en 
H2O en oxydant le glutathion (GS) qui sera réduit par la glutathion réductase (GR). La 
catalase catalyse également la conversion de l'H2O2 en H2O mais de manière plus efficace et 
est surtout active lors de stress oxydatifs intenses. De nombreuses études ont montré que les 
ROS ne sont pas seulement, à forte concentration, des entités toxiques capables de réagir avec 
les biomolécules de haut poids moléculaire possédant des doubles liaisons telles que les 
lipides membranaires, les protéines et l' ADN mais qu'ils étaient également impliqués dans 
des voies de signalisation intracellulaires (Brookes et al., 2004; Poyton et al., 1996). Citons à 
titre d'exemple que la perturbation de la génération mitochondriale des ROS peut affecter le 
cycle cellulaire, la prolifération cellulaire, l'apoptose et l'activité ds facteurs de transcription, 
de métalloprotéases, de protéines kinases et de phosphatases (Brookes et al., 2004). Une 
augmentation de la production des ROS par la mitochondrie peut aussi bien être causée par 
une activation que par une inhibition de la chaîne de transporteurs des électrons. Dans le cas 
d'une inhibition de la chaîne respiratoire, ceci s'explique lorsque l'on observe l'état de 
réduction du principal acteur de la production des radicaux superoxydes, la quinone, qui est 
plus abondante sous sa forme réduite. L'activité de la chaîne respiratoire, et donc la 
production des ROS, est en partie contrôlée par la concentration en calcium dans la cellule 
dont l'homéostasie est également régulée par la mitochondrie (Figure 1.3). 
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Figure 1.3 : Mécanismes de stimulation de la production des ROS par le calcium. Le calcium peut 
activer le cycle de Krebs et donc la chaîne de transporteurs des électrons (1). Il peut activer la NO synthase 
(NOS)(2) dont le produit (NO) va inhiber le complexe IV (3). Il peut également, conjointement avec le NO, 
inhiber le complexe I. L'inhibition des complexes I et IV ainsi que l'activation du cycle de Krebs et de la 
chaîne respiratoire va augmenter la production de ROS à ce niveau ( 4 et 5). De plus, le calcium peut entraîner 
la rupture des interactions entre les cardiolipines et le cytochrome c (6) et, à fortes concentrations, favoriser 
l'ouverture du PTP (7). Le cytochrome c sera alors libéré bloquant par la même occasion l'activité du 
complexe ill (8)(d 'après Brookes et al. 2004). 

Figure 1.4 : Importation et exportation du calcium à travers la membrane mitochondriale interne. 
L'importation du calcium dans la mitochondrie peut se faire par un uni porteur (UP) grâce au potentiel de 
membrane mitochondrial ou via les transporteurs RAM et RyR. L'exportation du calcium est réalisée par 
antiport avec le sodium, les protons ou par le PTP (d'après Brookes et al 2004). 
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1.1.4. La mitochondrie et le Ca++ 

La mitochondrie est l'un des sites assurant l'homéostasie cellulaire du Ca++ (Brookes et al., • 
2004). Le transport du Ca++ du cytosol vers la matrice mitochondriale est réalisé par un 
uniporteur grâce au potentiel de membrane qui résulte, en grande partie, de l'exportation des 
protons par la chaîne respiratoire. Il existe également deux autres mécanismes d'entrée du 
Ca++ dans la matrice mitochondriale à travers la membrane interne: l'un, appelé RaM pour 
« Rapid-Mode Uptake » , permet une modification rapide (de l'ordre de la milliseconde) de la 
concentration calcique matricielle et l'autre via le canal mRyR dépendant des récepteurs à la 
ryanodine que l'on trouve uniquement dans les cellules excitables. 

La mitochondrie ne peut pas accumuler une quantité infinie de Ca++ et celui-ci doit être 
exporté dans le cytosol à un taux comparable à celui de son importation dans la matrice 
donnant lieu à un cycle du Ca++ à travers la membrane mitochondriale interne (Chakraborti et 
al., 1999)(Figure 1.4). Le Ca++ peut quitter la mitochondrie de différentes manières: par le 
cotransporteur spécifique Ca++/Na+ (ou H+) ou bien encore par l'ouverture du PTP 
(Permeability Transition Pore), un pore aspécifique permettant le passage des ions et 
molécules de moins de 1.500 kDa. L'ouverture de ce pore, qui est également impliquée dans 
la mort cellulaire programmée (que nous traiterons en détail au point 1.6), est probablement 
médiée par l'interaction du côté matriciel entre la cyclophiline D et l' ANT qui est facilitée par 
le Ca++ intramitochondrial (Gunter et al., 2004). 

La production d' ATP par phosphorylation oxydative est non seulement fonction de la 
concentration en ADP et en Pi qui reflète les besoins énergétiques de la cellule mais est 
également régulée par la concentration calcique matricielle ([Ca++Jmt)(Gunter et al. , 2004). 
Ainsi, il a été montré que le Ca++ augmente le taux de production du NADH suite à 
l'activation de la pyruvate déshydrogénase, de l'isocitrate déshydrogénase et de l'a
cétoglutarate déshydrogénase. Une légère augmentation de la [Ca++Jmt active également la 
F1F0-ATP synthase, la chaîne de transporteurs des électrons et l' ANT (Brookes et al., 2004; 
Gunter et al., 2004). L ' activation de la chaîne respiratoire par le Ca++ va également entraîner 
une augmentation de la production des ROS par la mitochondrie (figure 1.4) (Brookes et al., 
2004). Ceci explique l'importance de la régulation de la concentration calcique matricielle. 
Lorsque celle-ci est trop importante, suite à une forte augmentation de la concentration 
calcique cytosolique par exemple, la diminution du .0. 'I' m et l'activation de la chaîne 
respiratoire vont augmenter le taux de production des ROS qui pourront déstabiliser les 
membranes mitochondriales et induire l'apoptose (Duchen, 2000). 

1.1.5. L'ADN mitochondrial 

Du fait de son origine endosymbiotique, la mitochondrie possède son propre ADN (ADNmt) 
se présentant sous la forme d'une molécule circulaire d'ADN double brins de 16,6 kb chez 
l'homme. L' ADNmt est présent en de multiples copies (de 100 à 10.000 copies/cellule) 
(Fernandez-Silva et al., 2003). Les molécules d' ADNmt, contrairement à l' ADN nucléaire, ne 
sont pas associées à des protéines histones. Elles sont cependant organisées en nucléoïdes 
comprenant en moyenne de 2 à 8 molécules d'ADN qui permettent la structuration et la 
ségrégation des molécules d' ADNmt lors de la fission mitochondriale (Legros et al., 2004). 

La réplication del' ADNmt se déroule dans la matrice mitochondriale de façon indépendante 
du cycle cellulaire et est initiée au site de régulation de la molécule appelé « boucle D » ou 
« boucle de déplacement » contenant l'origine de réplication du brin H (Ott), lieu de fixation 
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Figure 1.5 : Carte génétique du génome mitochondrial humain. Les deux cercles internes représentent les 
deux brins de l' ADN me Les cercles extérieurs représentent les ARN transcrits du brin H (lignes noires) et du 
brin L (lignes blanches). Les sites d'initiation de la transcription des brins H et L sont respectivement 
représentés par H/H2 et L. OH et OL représentent les origines de réplication des brins H et L respectivement 
(d 'après Fernandez-Silva et al. 2003). 
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de l' ADN polymérase y. Le brin H est synthétisé pendant que la machinerie de transcription 
suit le brin L servant de matrice. Une fois que celle-ci atteint l'origine de réplication du brin L 
(OL), le brin H néosynthétisé est déplacé et le brin L est répliqué (Fernandez-Silva et al., 
2003). La réplication de l' ADNm1 est dépendante de la transcription de ce dernier puisque 
l'initiation de la réplication du brin H nécessite de courtes amorces d' ARN. La transcription 
del' ADNm1 humain débute à trois sites d'initiations distincts situés au niveau du « D-loop » : 

deux pour le brin H (H1 et H2) et un pour le brin L (L)(Figure 1.5). La transcription du brin H 
au départ du site Hl est plus fréquente qu'au départ du site H2 (de l'ordre de vingt fois) et la 
transcription à partir des trois sites donne lieu à des transcrits polycistroniques nécessitant 
plusieurs étapes de maturation. Les principaux promoteurs contenant les sites d'initiations H1 

et L, HSP1 et LSP sont fonctionnellement indépendants et peuvent être activés par le facteur 
de transcription mitochondrial mtTFA (Fernandez-Silva et al., 2003). Chez les mammifères, 
les ARNr et ARNm mitochondriaux dérivent donc de transcrits polycistroniques contenant un 
ou plusieurs ARN1• L'excision des ARN1 par des endonucléases et leur « processing » en 3' 
permettent souvent la maturation de l'extrémité 5' de l'ARNm qui le suit (Fernandez-Silva et 
al., 2003). La traduction de ces ARNm se fait, chez les mammifères, par les mitoribosomes 
liés à la membrane mitochondriale interne. 

Au cours de l'évolution, le nombre de protéines mitochondriales codées par l' ADNm1 a 
diminué en faveur de l' ADN nucléaire. Ceci a pu se produire directement par des échanges de 
matériel génétique entre l'endosymbiote et son hôte ou bien par sélection: les deux génomes 
codant pour des protéines fonctionnellement redondantes (Gray et al., 2001; Wallace, 1999). 
L' ADNm1 code, chez l'homme, pour 13 protéines essentielles à la phosphorylation oxydative 
telles que des protéines constituant, en partie, les complexes I, III, IV, V et les sous-unités 6 et 
8 de l'unité Fo de la FoF1-ATPase (DiMauro, 2004). L' ADNm1 code également pour 2 ARNr et 
22 ARN1• Toutes les autres protéines participant à la biogenèse mitochondriale (estimées entre 
800 et 1500) sont codées par l' ADN nucléaire. Le fait que les gènes codant pour les protéines 
mitochondriales soient physiquement localisés dans des génomes distincts et présents dans 
des compartiments cellulaires différents implique des communications entre le noyau et la 
mitochondrie permettant la coordination de l'expression de gènes des génomes nucléaire et 
mitochondrial. 

1.2. La communication noyau-mitochondrie 

Entre 800 et 1500 protéines participant à la biogenèse mitochondriale sont connues pour 
être traduites dans le cytosol à partir de transcrits codés par des gènes nucléaires. Parmi ceux
ci, on peut citer, à titre d'exemples, les gènes codant pour des sous-unités de la chaîne de 
transporteurs des électrons (Figure 1.6), pour des protéines impliquées dans l'importation de 
protéines mitochondriales, pour les facteurs de transcription mitochondriaux mtTF A 
(Mitochondrial Transcription Factor A) et mtTFB (Mitochondrial Transcription Factor B) et 
pou VDAC. L'expression de gènes nucléaires codant pour des protéines mitochondriales et en 
particulier pour des protéines impliquée dans la phosphorylation oxydative est régulée par les 
facteurs de transcription NRF-1 (Nuclear Respiratory Factor-1) et NRF-2/GABP. Il existe 
également d'autres facteurs de transcription tels que les PPARs (Peroxisome Proliferator
Activated Receptors) qui régulent l'expression des gènes impliqués dans le métabolisme 
mitochondrial des acides gras. La coordination de l'expression entre les deux génomes 
pourrait être assurée par le fait que NRF-1 et NRF-2/GABP contrôlent tous deux l'expression 
des facteurs de transcription mitochondriaux mtTFA et mtTFB (Butow et al., 2004; Miranda 
et al., 1999). Il a récemment été montré, qu'en plus de l'ARN polymérase II, une polymérase, 
jusque là inconnue, provenant de la transcription alternative du gènes codant l' ARN 
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Figure 1.6 : Contribution de I' ADN nucléaire et de I' ADN mitochondrial à la synthèse des complexes 
de la chaîne de transporteurs d'électrons. Ce schéma de la chaîne de transporteurs d'électrons montre en 
rouge les sous-unités codées par l ' ADNmt et en bleu les sous-unités codées par l' ADN nucléaire. Alors que 
les électrons circulent le long de la chaîne de transporteurs des électrons, des protons sont pompés par les 
complexes I, Ill et IV de la matrice mitochondriale vers l'espace intermembranaire. Ce gradient de protons 
va permettre de régénérer le pool d' ATP cellulaire à partir d' ADP et de Pi en pasant par le complexe V 
(d'après DiMauro et al. 2004). 
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Figure 1. 7 : Mécanismes d'importation des protéines dans la mitochondrie. Quatre types de complexes 
d'importation ou d'exportation sont connus dans la mitochondrie : trois participent à l'importation de 
protéines mitochondriales codées par le génome nucléaire (TOM, TIM 23 et TIM 22) et un permet 
l ' exportation de protéines de la matrice vers la membrane interne (Export). Les précurseurs protéiques 
possèdent une séquence NH2-terminale ou une séquence d'adressage interne qui se lie à un récepteur (R) 
spécifique qui permet leur importation par le complexe TOM de la membrane externe. Le précurseur à 
destination de la matrice mitochondriale et qui possède une pré-séquence NH2-terminale est importé à 
travers la membrane interne via TIM 23. Cette importation nécessite un potentiel de membrane t.'l'm ainsi 
que l'activité ATPasique de la HSP70mt. Si la protéine est destinée à la membrane interne, elle possède 
une séquence d'adressage interne et est guidée vers le complexe TIM 22 par des « TIM carriers » de 
l'espace intermembranaire ( d'après Truscott et al. 2003). 
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polymérase mitochondriale pouvait procéder à la transcription de gènes nucléaires 
(Kravchenko et al., 2005). Cette découverte pourrait également expliquer le mécanisme par 
lequel le génome nucléaire et le génome mitochondrial synchronisent l'expression des gènes 
codant pour des protéines mitochondriales. Les protéines mitochondriales traduites dans le 
cytosol à partir d' ARNm par les ribosomes libres seront importées dans la mitochondrie via les 
transporteurs membranaires TOM (Transporter of Outer Membrane) et TIM (Transporter of 
Inner Membrane) (Figure l.7)(Truscott et al., 2003). Les protéines codées par le génome 
mitochondrial sont, quant à elles, directement synthétisées dans la mitochondrie par la 
machinerie de traduction mitochondriale. 

1.3. Les pathologies mitochondriales 

1.3.1. Historique 

La communauté scientifique porte un intérêt croissant à l'étude des réponses cellulaires au 
dysfonctionnement mitochondrial. Cet intérêt est sous-tendu par le nombre élevé de 
pathologies humaines et animales dues à des remaniements de l' ADNmt et des gènes de 
l' ADN nucléaire codant pour des protéines mitochondriales. La découverte de l'implication que 
pouvaient avoir les mitochondries dans certaines pathologies fut réalisée, il y a plus de 40 ans, 
lorsqu'on constata un nombre élevé de mitochondries au phénotype anormal dans des muscles 
striés squelettiques. Dix ans après cette découverte, pas moins de 50 pathologies 
mitochondriales dues à des mutations ponctuelles dans l' ADNmt et une centaine dues à des 
réarrangements dans le génome mitochondrial (délétion, duplication, déplétion) ont été 
répertoriées (Figure l.8)(Wallace, 1999). Ces pathologies peuvent également être causées par 
des mutations et/ou des réarrangements dans les gènes nucléaires codant pour des protéines 
mitochondriales (Tableau 1.1). Il est maintenant bien établi que les mitochondries sont à 
l'origine de nombreuses maladies affectant principalement les tissus requérant de grande 
quantité d'énergie tels que les muscles et le cerveau (Rozwodowska et al., 2000; Wallace, 
1999). 

Lors de la fécondation, ce sont les mitochondries de l'oocyte qui sont transmises au futur 
embryon. Par conséquent, les maladies causées par des modifications de l' ADNmt 
présenteront une hérédité strictement maternelle. Les maladies dues, quant à elles, à des 
modifications de gènes nucléaires codant pour des protéines mitochondriales présenteront une 
hérédité Mendélienne classique (DiMauro, 2004). Les paragraphes qui suivent traiteront 
exclusivement des maladies mitochondriales liées à des réarrangements ou à des mutations 
dans l' ADNmt• 

1.3.2. Notion d'hétéroplasmie et d'homoplasmie 

L' ADN mi est soumis à un haut taux de mutations (10 à 20 fois plus important que 
l' ADN nucléaire) (Rozwodowska et al., 2000). Les raisons de la plus grande sensibilité de 
l' ADNm1 aux mutations peuvent s'expliquer, d'une part, par la faible efficacité des 
mécanismes de réparation de l' ADN dans la mitochondrie et, d'autre part, par la protection 
moins importante apportée par la structure del' ADNmt• En effet, rappelons quel' ADNmt n'est 
pas, contrairement à l'ADNnuciéaire, enroulé autour de protéines histones (Fernandez-Silva et 
al., 2003). Ce taux de mutations plus important peut également s'expliquer par la proximité de 
la chaîne de transporteurs d'électrons, site mitochondrial majeur de la production de ROS. 
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Figure 1.8 : Carte du génome mitochondrial humain (16.549 pb) et localisation de différentes 
mutations impliquées dans des pathologies mitochondriales. Différentes mutations de l' ADNmt peuvent 
entraîner l'apparition de diverses pathologies humaines telles que les syndromes MERRF, MELAS, LHON, 
ADPD, LDYS et NARP (d 'après Wallace et al. 1999). 

Gcnomo 

nuONA 

nDNA 

Ge, c 

1RNA1= (1Jl.lR ) 

tftNALy, 

othcr tRN,\l 

ATP=6 
NDl , ND4, NJ)6 

NDl, ND4 
Cyt b 
coxm 

NDUF 
SDHA 
BCSIL 
SUHFI 
SCO! 
SC01 
COX/0 
COX/5 
AT!' 12 
TP 
AN1'.I 
1lol11kJ., 

POLO 
JGK 
TK2 
ülZ 
OPAi 

[nuONA] 

single A 

nultipk A 
1rolt iplc A 
11ul1iplc A 
nult iplc o. 
dcplcrion 
dcplcrion 

8 iocbcmis.try 

i pror. ,ynrh. 
1 J)IV l synth. 
1 prol i;yntb. 
t prot s ynth. 
U ATP S}111h. 

1 co mplec, J 
ij complcx 1 
1 co m11le:x Ul 
a complcx 1V 

1 oomple.-. 1 
U compcx U 
a comph:x Ill 
J complcx 1V 
U complcx lV 
U complcx 1V 
U complex lV 
l oomp~.:., N 
1 co mpl<es V 

u -
U prot symh. 
ij pror, synth. 
U prot synrh. 
1 pro!. ,;ynth. 
1 prol sycth. 
1 c:udiolipin 
1 mit. Motility 

Clinical phcnorypc 

KSS; oculor mynpurhy; PS 
MELAS 
MffiRF 
multiple phœorypcs 
NARP/Mll.S 
I.FION 
myopa rhy' 
myopo t.hy" 
myopothy' 

LS 
LS 
GRAC ILE 
LS 
hq imocnccphatom;·opathy 
c,irdiocnccpnolomyoporhy 
ncphrocnaiphalomyopathy 
c:irdiocnccphlllomyopathy 
fatal infamilc multisystanic: 
MNGIE 
adPEO-ptu ·• 
udPEO- plus' 
ad/ar l'EO -plu,;• 
hcpntoccrcbml S)ndrome 
myopathy; SMA 
Barth syndrome 
ad optic airopby 

:\bhrcviorions and symbols: A, dctct.ion; KSS, Koanu - Sa:,·n, yndromc; rs, Pearson syndrome; MELAS, Mitochondrial cnccpnolomyopothy, locric acido.<is 
ond sirOkc-likc cpisodcs; LS, Lcigh S)n dron,c; MILS, matemnUy inhcritcd LS; GR,\ ClLE, growtb rc tardation, ami"oacidurin. choksra;is, loc"l.ocidosis, carly 
dc:1th: ;tdl'EO, autr..somal dCl min:sm progrcs ·ivc e.xtcrnal ophthalmoplcgia; orl'EO, autosomal n:ccssive PEO; SMA, spinal mul"ular otrophy. [mrDNAJ 
indic:ncs changes of mtON,\ sœondaty 10 nDN,\ mutati00$ (dcfccts of in tcrgcnomic sign:sling.). 

• Mutations in cyt h and COX -gcr,es can nlso couse mulli$y,1emic diseascs. 
• Plus rcfets to proximal wcakne , ncurop:.hy, psychiatrie disonlcrs, p:uk i=nism 

Tableau 1. 1 : Classification génétique et biochimique des maladies mitochondriales (d'après DiMauro 
et al. 2004) . 



Eatima.ted 
LHON Nucleo<ide Amino acid Amino acid fre0enc;y in oll F 'it,uency I' 'it,ucncy Fn:<jucncy 
mutatio.n Clw Ge~ clwtgc change con~rvation LH N case,,% i.n 117 8+ , % in 117 8-, 'li, in contrais, ,-

3460 I NOi G--A A--T M 15 0 30 0 
+!60' I NDl T-C L➔ P H <l ND Rare 0 

11778 r ND4 G--+A R-+H H 50 100 0 0 
15257 l Cytb G-A D-+N H 9 0 17 0.3 

3394'1 l/[l NOi T---C Y-+fl H ? 7 7 0.9 
7+H 1/[I COI G .... A Tcnn--K NA .5 0 9 1 

+216 u NDI T-C Y-H .L 21 53 13 
4917 II ND2 A-G D-N H 3 3 + 
52+4'·' Il ND2 G-A G-S H 0 5 0 

13708 Il ND5 G-A A➔T M 25 3+ 6 
15812' II Cytb G-A V-M M 0 9 O.t 

Tableau 1. i : Liste des mutations de I' ADNmt connues pour engendrer le syndrome LHON (d'après 
Brown et al. 1992) . 
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Lorsqu'une mutation ou un réarrangement survient dans le génome mitochondrial, la cellule 
contient une population hétérogène de mitochondries contenant un mélange de molécules 
d'ADN porteuses ou non de la mutation. Cet état est connu sous le nom d'hétéroplasmie. Au 
fur et à mesure des divisions cellulaires, les mitochondries sont distribuées « aléatoirement » 

entre les cellules filles de telle sorte qu'après plusieurs générations, le génotype mitochondrial 
de la cellule peut conserver un état hétéroplasmique ou ne contenir que des mitochondries 
dont l' ADN est porteur ou non de la mutation (homoplasmie)(Figure l.9)(DiMauro, 2004; 
Wallace, 1999). Ce processus explique le côté chronique de nombreuses maladies 
mitochondriales ainsi que l'hétérogénéité des symptômes liés à une même modification dans 
l' ADNmt• En effet, au cours de la maladie, le pourcentage de mitochondries anormales peut 
augmenter dans la cellule avec comme conséquence une diminution des apports en énergie. 
Des symptômes tels qu'une ataxie (absence de coordination des mouvements), un motif 
typique des fibres musculaires squelettiques, qui semblent déchirées, dû à la prolifération 
palliative des mitochondries (connu sous le nom de « Ragged-Red Fiber » (RRF)) que l'on 
trouve entre autres dans le syndrome MERRF (Myoclonic Epilepsy with Ragged-Red Fibers). 
D'autres symptômes, spécifiques au tissus touchés peuvent également apparaître tels que la 
surdité et la cécité (Wallace, 1999). 

1.3.3. Les causes ultimes des maladies mitochondriales 

Les altérations del' ADNmt entraînant la diminution de la production d' ATP peuvent être la 
cause de maladies mitochondriales en agissant à trois niveaux : la diminution de la production 

. d'énergie, l'augmentation de la formation de radicaux libres dérivés de l'oxygène et enfin 
l'induction de la mort cellulaire. Des mutations dans les gènes mitochondriaux ou nucléaires 
(Figure 1.6) codant pour les sous-unités des complexes de la chaîne de phosphorylation 
oxydative vont perturber la synthèse d' A TP et diminuer la production d'énergie. De plus, 
comme nous l'avons déjà mentionné, la phosphorylation oxydative est l'une des voies 
principales de production des ROS dans la mitochondrie. Lorsque la chaîne de transporteurs 
d'électrons est inhibée par des mutations au niveau des gènes codant pour les protéines la 
composant, les électrons accumulés dans les premières étapes (le complexe 1 et CoQ ainsi que 
le complexe III) servent directement à réduire 1'02 en 0 2-- qui pourra lui même être converti 
en H2O2 et OH

0 

(Brookes et al., 2004; Wallace, 1999). Ces ROS vont réagir avec les lipides 
membranaires, les protéines et les acides nucléiques mitochondriaux ou cellulaires et les 
endommager. Ils pourront également inactiver les centres Fe-S des complexes de la chaîne de 
transporteurs d'électrons tel que le complexe III, diminuant de ce fait la production d'énergie 
et entraînant la production de plus en plus importante de ROS (Wallace, 1999). Une 
augmentation de la production des ROS et une diminution de l'apport en énergie peuvent, in 
fine, aboutir à la mort de la cellule par apoptose. 

1.3.4. La complexité des maladies mitochondriales 

Nous pouvons illustrer la complexité des maladies mitochondriales en détaillant la 
neuropathie optique héréditaire de Leber (LHON) qui entraîne une perte de l'acuité visuelle et 
une perturbation de la vision des couleurs suite à l'atrophie du nerf optique (Rozwodowska et 
al., 2000), et la dystonie, caractérisée par des mouvements désordonnés, un retard mental et 
une petite stature. Ces deux pathologies peuvent être causées par la même substitution de base 
(G14459A) dans le gène mitochondrial codant pour la sous-unité 6 de la NADH 
déshydrogénase entraînant une diminution de l'activité du complexe I (Wallace, 1999). 
Cependant, le syndrome LHON peut également résulter de 10 autres mutations ponctuelles 
(Tableau l.2)(Brown et al., 1992). Une autre pathologie mitochondriale, le syndrome de 
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Figure 1.9: La ségrégation réplicative. L'ADNmt est soumis à un haut taux de mutations de par la faible 
efficacité des mécanismes de réparation de l' ADN dans la mitochondrie, la proximité de la chaîne de 
transporteurs d'électrons, principale source mitochondriale de la production de ROS et la structure de 
l' ADNmt dépourvue de nucléosome. Lorsqu'une mutation survient, la cellule contient une population 
hétérogène de mitochondries (avec et sans mutation), état connu sous le nom d'hétéroplasmie. Au fur et à 
mesure des divisions cellulaires, les mitochondries sont distribuées aléatoirement entré les cellules filles de 
telle sorte qu ' après plusieurs générations, le génotype mitochondrial de la cellule peut être de façon 
prédominante « mutant » ou «sauvage » (homoplasmie) ou présenter un mélange des deux génotypes au 
pourcentages variables (d 'après Wallace et al. 2001). 
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Leigh, est causée par la mutation T8993G dans le gène mitochondrial codant pour la sous
unité 6 de l' ATP synthase mitochondriale. Cette mutation est toujours hétéroplasmique mais, 
lorsqu'elle est présente dans l' ADNmt de la cellule à un pourcentage inférieur à 75 %, les 
symptômes sont, entre autres, une ataxie et une rétinite pigmentaire (NARP : Neuropathy, 
Ataxia, Retinis Pigmentosa) alors qu'à un pourcentage supérieur à 95 %, le patient atteint 
présentera le syndrome de Leigh, souvent létal, caractérisé par une ataxie, une hypotonie, un 
retard du développement, une atrophie de l'œil ainsi qu'une paralysie des muscles extra
oculaires (Rozwodowska et al., 2000; Wallace, 1999). 

En plus des mutations dans le génome mitochondrial qui surviennent dans des gènes codant 
pour des protéines impliquées dans la phosphorylation oxydative, de nombreuses pathologies 
peuvent résulter de mutations dans les gènes mitochondriaux codant différents ARN1 de 
l'organite. Le syndrome MERRF, causé par des mutations (A8344G, T8356C ou G8363A) 
dans le gène codant pour l' ARN/Y5 (DiMauro, 2004) entraîne une perturbation de la synthèse 
protéique mitochondriale suite à la terminaison prématurée de la traduction des protéines aux 
codons correspondant à la lysine (Enriquez et al., 1995). Les patients atteints de ce syndrome 
présentent différents symptômes tels que des épilepsies myocloniques, une ataxie cérébelleuse 
et, comme la plupart des pathologies mitochondriales résultant d'un dysfonctionnement de la 
synthèse protéique, une myopathie visible dans les cellules musculaires squelettiques sous la 
forme de fibres rouges à l'aspect déchirés due à la prolifération et à l'accumulation de 
mitochondries sous le sarcolemme (Wallace, 1999). Outre le syndrome MERRF, d'autres 
syndromes peuvent être la conséquence d'une mutation dans un ARN1 mitochondrial tel que 
le syndrome MELAS (Mitochondrial Encephalomyopathy, Lactic Acidosis and Stroke-like 
episodes) dû à des mutations dans le gène de l' ARNtLeu mitochondrial (A3243G) et qui se 
manifeste, entre autres, par des migraines, des nausées, une hyperlactacidémie ainsi que des 
troubles métaboliques tels que le diabète de type II (Wallace, 1999). 

Les dysfonctionnements de la mitochondrie sont également suspectés jouer un rôle dans les 
maladies neuro:..dégénératives telles que la maladie d'Alzheimer (Wallace, 1999) et la maladie 
de Parkinson (Parker et al., 1998). Des lignées de cellules neuronales déplétées en ADNm1 ont 
d'ailleurs été sélectionnées afin d'étudier plus en détails les mécanismes cellulaires qui 
pourraient aboutir à l'apparition de ce type de maladies (Miller et al. , 1996). 

1.4. Les modèles d'étude cellulaire des pathologies mitochondriales 

Afin d' étudier les maladies mitochondriales et les réponses de la cellule à un 
dysfonctionnement mitochondrial causé par des mutations et/ou des réarrangements dans 
l' ADNmt, différentes lignées cellulaires, partiellement ou totalement déplétées en ADNmt ou 
encore affectées par différentes mutations connues pour engendrer des maladies 
mitochondriales chez l'homme et l'animal, ont été générées (Miceli et al., 2005; Miller et al., 
1996; Park et al., 2001; Tsuruzoe et al. , 1998). 

1.4.1. Obtention de lignées cellulaires partiellement ou totalement 
déplétées en ADN mt· 

L'obtention de cellules partiellement ou totalement déplétées en ADNmt est réalisée par une 
mise en culture prolongée de cellules transformées possédant un haut pouvoir glycolytique en 
présence de faibles concentrations en bromure d' éthidium ( ou 2,7-diamino-10-ethyl-9-
phenylphenanthridinium-bromide), une molécule aromatique capable de s' intercaler dans 
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Figure 1.10 : Obtention de lignées clonales ou non de cellules déplétées en ADNmt. Les cellules 
déplétées en ADNmt par un traitement au bromure d'éthidium et ayant subi un « shift glycolytique » sont 
sélectionnées en présence d' inhibiteur de l'activité mitochondriale. L 'obtention de lignées clonales de 
cellules rhoü est réalisée par des dilutions sériées et contrôlée par PCR ou analyse de l'expression et/ou de 
l' activité d'enzymes codées par le génome mitochondrial. 
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l' ADN et l' ARN double brins (Nass, 1970). Cette molécule est cependant capable, à faible 
concenration, d'inhiber la réplication et la transcription del' ADNmt, par son action inhibitrice 
sur l'hélicase et la polymérase y (Leibowitz, 1971). Après 30 à 50 passages, les cellules sont 
sélectionnées pour leur capacité à produire de l' A TP en absence de mitochondries 
fonctionnelles (ayant subit un « shift glycolytique ») à l'aide d'inhibiteurs métaboliques de la 
chaîne de transporteurs des électrons tel que l'antimycine A (inhibiteur du complexe ill) ou 
l' oligomycine (inhibiteur du complexe Fo de la FoF1-ATPase ou complexe V). Après cette 
sélection, il est possible d'obtenir des populations clonales (rho0

) ou non (rho-) de cellules 
déplétées en ADNmt• Les cellules rho-, dont le contenu en ADNmt varie, issues de populations 
non clonales doivent être continuellement traitées avec de faibles concentrations en bromure 
d'éthidium afin d'éviter le repeuplement des cellules par del' ADNmt et donc une réversion du 
phénotype. Les cellules rho0 sont des cellules totalement déplétées en ADNmt issues de 
populations clonales obtenues par dilutions sériées et ne nécessitent plus d'être incubées en 
présence de bromure d'éthidium (Figure 1.10). L'absence de molécule d' ADNmt est vérifiée 
en réalisant une PCR (Polymerase Chain Reaction) en présence d'amorces choisies pour 
s'hybrider spécifiquement à des séquences de l' ADN me ou encore en caractérisant le niveau 
d'expression de protéines mitochondriales codées par des gènes mitochondriaux comme la 
sous-unité Ide la cytochrome oxydase (Arnould et al., 2002). 

1.4.2. Les cellules cybrides 

Afin d'étudier les pathologies mitochondriales causées par des mutations ou des 
réarrangements de l' ADNm1, on peut générer, par fusion au polyéthylène glycol de cellules 
rho0 et de cellules énucléées de patients atteints de la pathologie, des cellules cybrides (ou 
cellules hybrides cytoplasmiques) repeuplées en mitochondries dont l' ADN présente la 
mutation ou le réarrangement d'intérêt responsable du syndrome (Laderman et al., 1996). Ces 
cellules sont d'une grande utilité pour l'étude de la réponse cellulaire à un dysfonctionnement 
mitochondrial. 

1.4.3. Biologie des cellules rho0 

D'un point de vue morphologique, les cellules déplétées en ADNm1 présentent une 
fragmentation du réseau mitochondrial laissant apparaître des mitochondries plus 
individualisées que dans les cellules rho+ et possédant un nombre moins important de crêtes 
mitochondriales (Gilkerson et al., 2000). Ces cellules sont auxotrophes pour !'uridine car 
l'activité de la dihydroorotate déshydrogénase, une enzyme de la membrane mitochondriale 
interne intervenant dans la synthèse des bases pyrimidiques, nécessite une chaîne de 
transporteurs d'électrons fonctionnelle (Morais, 1996). Les cellules déplétées en ADNmt 
présentent également une prolifération plus lente que les lignées parentales, due à un 
allongement du cycle cellulaire, qui est probablement causé par la diminution de l'énergie 
disponible et à l'activation de l'expression de p21, un inhibiteur de CDKs (Cyclin-Dependent 
Kinase)(Xiong et al., 1993). Il a en effet été montré au laboratoire que l'augmentation de la 
concentration en calcium cytosolique libre dans les cellules déplétées en ADNmt entraînait 
l'activation du facteur de transcription CREB (cAMP-Responsive Element Binding protein) 
qui, en modulant l'activité du facteur de transcription p53, contrôle l'expression de cet 
inhibiteur des CDKs (Arnould et al., 2002; Miceli et al., 2005). Ce point sera abordé plus en 
détails au chapitre traitant de la « communication rétrograde » qui étudie les voies de 
signalisation conduisant à la modification de l'expression de gènes nucléaires en réponse à un 
dysfonctionnement mitochondrial (voir point 1.5). 
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1.4.3.1. Le potentiel de membrane mitochondrial (il 'Fm) 

De manière surprenante, malgré la disruption de la chaîne de transporteurs des électrons, les 
mitochondries déplétées en ADNm1 maintiennent un potentiel de membrane (ôq,m), certes 
inférieur à celui des mitochondries couplées (- 60 à - 120 m V contre - 180 à - 220 m V), mais 
suffisant pour permettre une importation des protéines mitochondriales traduites dans le 
cytosol (Buchet et al. , 1998). La chaîne de transporteurs d' électrons n'étant plus fonctionnelle 
dans les cellules rho0

, différentes hypothèses ont été émises afin d'expliquer l ' apparition d'un 
potentiel électrochimique dans ces cellules. Buchet et ses collègues ont montré que les 
cellules 143B rho0 dépourvues des sous-unités 6 et 8 de la F0F 1-ATPase, contiennent une Fl
ATPase dissociée et active qui est essentielle à leur croissance (Buchet et al., 1998). Dans ces 
cellules rho O, l' ANT fonctionne en sens inverse, échangeant l' A TP4

- produit lors de la 
glycolyse contre l' ADP3

- provenant de l'hydrolyse de l' ATP4
- glycolytique par la Fl-ATPase 

présente dans la membrane mitochondriale interne qui, lorsqu'elle est dissociée de Fo, 
fonctionne selon un mode ATPasique. Cette hydrolyse permet de renouveler le stock d' ADP 
nécessaire à l'échange ADP/ATP assuré par l' ANT. Cet échange d'une molécule chargée trois 
fois négativement contre une molécule chargée quatre fois négativement contribue au 
maintient d'un potentiel de membrane mitochondrial (ôq,m), Ce potentiel ne peut cependant 
pas être complètement expliqué par l'inversion de l'activité del' ANT (Appleby et al. , 1999). 
Des études menées au laboratoire ont permis de proposer un nouveau mécanisme de maintient 
de ce potentiel qui impliquerait un canal à chlore mitochondrial. En effet, Arnould et son 
équipe ont mis en évidence que le gène mtCLIC (mitochondrial Chloride Intracellular 
Channel) codant pour un canal à cr intracellulaire localisé dans la MMI est surexprimé dans 
les cellules L929 rho- (cellules de fibrosarcome murin) par rapport aux cellules parentales 
(Arnould et al., 2003). Cette surexpression est sous le contrôle du facteur de transcription p53 
(Fernandez-Salas et al., 1999). De plus, Arnould et son équipe ont pu montrer que CLIC4, un 
orthologue humain de mtCLIC voit également son expression augmenter dans les cellules 
143B rho0 et dans les cybrides MERRF présentant une mutation A8344G affectant l' ARNi'ys 
mitochondrial (Arnould et al., 2003). Leurs observations sur des tests fonctionnels montrent 
que les ions cr sont plus abondamment et plus rapidement importés dans les mitochondries 
des cellules rho0

. Ce transport d'ions pourrait contribuer au maintient d'un potentiel de 
membrane mitochondrial dans les cellules présentant un dysfonctionnement mitochondrial. 

1.4.3.2. L'homéostasie du Ca++ et des ROS 

Plusieurs études mentionnent une modification de l'homéostasie du Ca++ dans les cellules 
présentant un dysfonctionnement mitochondrial. Ainsi, Arnould et son équipe ont constaté 
une augmentation de la concentration en calcium libre cytosolique dans des cellules de fibro
sarcome murin L929 rho- et l'équipe de Amuthan a constaté une telle augmentation dans des 
cellules A549 de carcinome de poumon déplétées en ADNm1 (Amuthan et al., 2002; Arnould 
et al., 2002). Dans ces cellules A549, l'augmentation de la concentration en calcium libre 
cytosolique pourrait résulter de la sur-expression du canal RyRl, un canal au calcium exprimé 
spécifiquement dans les cellules musculaires lisses. De façon contradictoire, l'équipe de 
Sherer à montré que dans les cellules SH-SY5Y dérivées d'un neuroblastome, la déplétion de 
l' ADNm1 entraînait une légère diminution de la concentration en calcium libre dans le cytosol 
(Sherer et al., 2000). 

L'âge et les dysfonctionnements de la mitochondrie qui en résultent suite à l'accumulation de 
mutations dans le génome mitochondrial peuvent entraîner une production plus importante de 
ROS (Kujoth et al., 2005; Vergani et al., 2004). La question se pose alors de savoir si les 
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cellules rho0 peuvent encore générer des ROS et si ces cellules nécessitent des défenses 
antioxydantes aussi efficaces que les lignées parentales dont elles dérivent. Vergani et son 
équipe ont étudié l'abondance et l'activité de différentes molécules et enzymes antioxydantes 
dans des lignées cellulaires provenant de différents tissus. Ils ont montré que dans trois 
lignées cellulaires déplétées en ADNm1 : 143B rho0 (os), RD rho0 (muscle) et A549 rho0 

(poumon), les concentrations en glutathion réduit (GSH) et e, sa forme oxydée (GSSG), 
étaient plus faibles dans les cellules rho0 que dans les lignées parentales (Vergani et al., 2004). 
Ils ont également montré une diminution de l'activité et de l'expression de la SODl 
cytosolique (Cu/ZnSOD) et de la SOD2 mitochondriale (MnSOD) dans les cellules rho0

. Des 
études portant sur la contribution des deux superoxyde dismutases dans les cellules 143B et 
RD rho0 ont montré que la Cu/ZnSOD était sous-exprimée dans les cellules 143B rho0 alors 
que l'expression de la MnSOD diminuait dans les cellules RD rho0

. Ces données suggèrent 
que les cellules peuvent répondre de manière différente à une déplétion en ADNm1 en fonction 
du tissu dont elles proviennent. L'équipe de Park a également montré que dans les cellules 
SK-Hepl dérivées d'un hépatome, l'établissement d'une lignée déplétée en ADNm1 engendrait 
une augmentation transitoire de la concentration en o-· mais qqe celle-ci redevenait normale 
après établissement de la lignée rho°(Park et al., 2004). Il apparaît donc que la concentration 
en ROS dans les cellules rho0 est, d'une part, dépendante de l'augmentation de leur 
production et, d'autre part, de la modification de l'abondance et de l'activité des mécanismes 
de défenses. Dans les cellules 143B rho0 que nous avons étudiées dans ce travail, la 
concentration en ROS est décrite comme augmentée (Vergani et al., 2004). 

Les modifications de l'ex pression des gènes constatées dans les différentes études 
mentionnées ci-dessus sont probablement le résultat d'une communication entre la 
mitochondrie non fonctionnelle et le noyau. Ces voies de signalisation permettent à la cellule 
de s'adapter aux différentes perturbations qu'entraînent, en conditions pathologiques, la 
déplétion partielle ou totale de l' ADNm1, des mutations ponctuelles ou des réarrangements 
dans le génome mitochondrial qui modifient le fonctionnement de la mitochondrie. 

1. 5. La communication 
rétrograde » 

mitochondrie-noyau ou « communication 

La communication rétrograde a d'abord été étudiée chez les organismes Neurospora crassa 
et Tetrahymena cultivés en présence d'inhibiteurs de la transcription ou de la traduction 
mitochondriale (Poyton et al., 1996). Lors de ces études, les auteurs ont constaté que 
l'inhibition de la synthèse protéique mitochondriale entraînait une augmentation de 
l'expression de protéines mitochondriales codées par des gènes nucléaires telles que les ADN 
et ARN polymérases mitochondriales (Poyton et al., 1996). Parmi les gènes surexprimés dans 
les cellules de levure présentant un dysfonctionnement mitochondrial, l'étude de la régulation 
de l'expression du gène CIT2, qui code pour la citrate synthase peroxisomale, a permis 
d'identifier les produits des gènes RTGJ, RTG2 et RTG3 comme étant impliqués dans la 
communication rétrograde mitochondriale (Butow et al., 2004; Poyton et al., 1996). La 
protéine Rtglp est un facteur de transcription de la famille des bHLH (basic Helix-Loop
Helix) capable d'hétérodimérisation avec la protéine Rtg3p. La perception du 
dysfonctionnement mitochondrial pourrait se faire notamment grâce à la diminution de la 
concentration en glutamate, métabolisé dans le cycle de Krebs, qui découle de l'état non 
focntionnel de celui-ci. Lors de l'activation de la voie de communication rétrograde, la 
protéine Rtg2p, qui possède un domaine de liaison à l' ATP à son extrémité N-terminale, va 
s'associer et déphosphoryler en partie la protéine inhibitrice Mkslp. Cette inactivation de 
Mkslp permet alors la déphosphorylation partielle de Rtg3p qui est associée à Rtglp et forme 
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Figure 1. 11 : Activation de la voie de communication rétrograde chez la levure. Lors d'un 
dysfonctionnement mitochondrial, la concentration en glutamate diminue en raison du cycle de Krebs qui 
n'est plus fonctionnel. Cette diminution de la concentration en glutamate entraîne l'activation de Rtg2p qui 
va lier Mkslp et la déphosphoryler partiellement. Cela va permettre une déphosphorylation partielle de 
Rtg3p qui ne sera dès lors plus séquestrée dans le cytoplasme et pourra transloquer dans le noyau pour y 
jouer son rôle de régulateur de la transcription avec Rtglp (d'après Liu et al. 2003). 

· tlypoitla , · 
-, 

0,110~ --...._ 

ROS __,,,,. 

.' 

mtON,\ Oep!etlon 

Figure 1. 12 : La communication rétrograde induite par un dysfonctionnement mitochondrial. La 
diminution du _ met de la production d'ATP induite par différents stimuli affectant l' activité bioénergétique 
de la mitochondrie va conduire à une augmentation de la concentration calcique cytosolique. Le Ca++ va 
jouer le rôle de messager secondaire et activer divers facteurs de transcription permettant des 
changements/modifications de l'expression génique (d 'après Butow et al. 2004) . 
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Figure 1. 13 : Activation de différents facteurs nucléaires et cytoplasmiques régulateurs de la 
transcription par un dysfonctionnement mitochondrial conduisant à une communication rétrograde 
mitochondrie-noyau. L'augmentation de la concentration cytosolique en Ca++ permet d'activer différentes 
phosphatase (Cn) et kinases (PKC, MAPK, CamKIV) qui activent à leur tour différents facteurs de 
transcription (d 'après Butow et al. 2004) . 
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Figure 1. 14 : Activation du facteur NF _B induite par un dysfonctionnement mitochondrial. 
L'inhibiteur I_B_ est inactivé suite à l'augmentation de la concentration calcique cytosolique. NF _B peut 
alors transloquer dans le noyau et y jouer son rôle de régulateur de la transcription (d 'après Butow et al. 
2004). 
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un dimère séquestré dans le cytosol lorsque Rtg3p est hyperphosphorylée. L'hétérodimère 
Rtglp/Rtg3p transloque alors dans le noyau et active la transcription des gènes cibles (Figure 
l.ll)(Liu et al., 2003). 

Dans les cellules eucaryotes de mammifères, les voies de communication rétrograde sont 
souvent initiées par une augmentation de la concentration cytosolique en Ca++. En effet, un 
dysfonctionnement mitochondrial induit, par exemple, par des molécules découplantes telles 
que le FCCP (carbonyl cyanide p-(trifluoromethyl)phenylhydrazone) ou le CCCP (carbonyl 
cyanide m-chlorophenyl hydrazone), ou encore par des déplétions/mutations dans l' ADNmt, 
conduit à une diminution du ôq,m et donc à une diminution de l'import de Ca++ dans la matrice 
mitochondriale. De plus, l' efflux de calcium dans le milieu extracellulaire est également 
diminué en raison de la diminution de la concentration en ATP qui perturbe l'activité des 
pompes au Ca++ dépendantes del' ATP (Ca++-ATPase). Ceci conduit à une augmentation de la 
concentration en calcium cytosolique libre (Amuthan et al., 2002; Biswas et al., 1999)(Figure 
1.12). Le Ca++ libre jouera alors le rôle de messager secondaire en activant des phosphatases 
dépendantes du calcium telles que la calcineurine (Cn) et des kinases dépendantes du calcium 
telles que les protéines kinase C (PKCs), les JNK/MAPK ou encore la calmoduline kinase IV 
(CaMKIV) (Amuthan et al., 2002; Arnould et al., 2002)(Figure 1.13). Ces kinases et 
phosphatases régulent à leur tour l'activité de facteurs de transcription tels que CREB et 
NFKB (Nuclear Factor KB) (Butow et al., 2004). 

Parmi ces différentes voies, la voie conduisant à l'activation de CREB a été mise en évidence 
au laboratoire (Arnould et al., 2002). Il a été mis en évidence que de nombreux gènes dont 
l'expression était modifiée par un dysfonctionnement mitochondrial possédaient des 
séquences CRE (cAMP Responsive-Element) dans leur promoteur. L'augmentation de la 
concentration en calcium cytosolique induite par un dysfonctionnement mitochondrial conduit 
à l'activation de la calcium/calmoduline kinase IV en induisant une diminution de 
l'interaction de la kinase avec la phosphatase 2A (PP2A) régulatrice qui inhibe son activité 
par déphosphorylation (Anderson et al., 2004). La CaMKIV activera alors, par 
phosphorylation de la Ser 133, la protéine CREB, lui permettant d'interagir dans le noyau 
avec le co-activateur CBP/P300 et de jouer son rôle de facteur de transcription. CREB 
phosphorylé pourrait également interagir avec p53, modifiant sori activité transcriptionnelle, 
ce qui entraînera une augmentation de l'expression de p21 waftcipl, un inhibiteur des CDKs et 
donc du cycle cellulaire (Arnould et al., 2002). L ' activation du facteur de transcription NFKB 
en réponse à un dysfonctionnement mitochondrial serait le résultat d'une déphosphorylation 
de son inhibiteur IKB~ par la calcineurine permettant la révélation des sites NLS (Nuclear 
Localisation Sequence) cryptiques entraînant sa translocation dans le noyau (Butow et al., 
2004)(Figure 1.14). Rappelons que de nombreuses études montrent également que 
l'augmentation de la production de ROS en réponse à un dysfonctionnement mitochondrial 
est également capable d ' activer ce facteur (Poyton et al., 1996). 

On peut citer comme exemples de modifications d'expression de gènes liées à la 
communication rétrograde mitochondriale que des gènes codant pour comme la PCK2 
(Phosphoenolpyruvate carboxykinase 2) et la GCK (glucokinase), des protéines de la 
glycolyse, sont surexprimés dans les cellules 143B rho0

, ARPE19 rho0 (épithélium rétinien) et 
des fibroblastes cybrides GMO6225 repeuplés avec des mitochondries de patients atteints 
syndrome de Keams-Sayre (Miceli et al., 2005). 

En raison du rôle essentiel de la mitochondrie et des implications multiples des ROS et du 
calcium dans la mort cellulaire par apoptose, il est intéressant d'utiliser les cellules rho

0 



Figure 1. 16 : Schéma représentant les membres principaux de la famille Bcl-2 et une illustration de 
leurs domaines d'homologie à Bcl-2 (BH: Bcl-2 Homology domain) (d 'après Scorrano et al. 2003). 
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Rtglp/Rtg3p transloque alors dans le noyau et active la transcription des gènes cibles (Figure 
l. ll)(Liu et al., 2003). 
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dysfonctionnement mitochondrial induit, par exemple, par des molécules découplantes telles 
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mitochondriale. De plus, l' efflux de calcium dans le milieu extracellulaire est également · 
diminué en raison de la diminution de la concentration en ATP qui perturbe l'activité des 
pompes au Ca++ dépendantes de l'ATP (Ca++-ATPase). Ceci conduit à une augmentation de la 
concentration en calcium cytosolique libre (Amuthan et al., 2002; Biswas et al., 1999)(Figure 
1.12). Le Ca++ libre jouera alors le rôle de messager secondaire en activant des phosphatases 
dépendantes du calcium telles que la calcineurine (Cn) et des kinases dépendantes du calcium 
telles que les protéines kinase C (PKCs), les JNK/MAPK ou encore la calmoduline kinase IV 
(CaMKIV) (Amuthan et al., 2002; Arnould et al., 2002)(Figure 1.13). Ces kinases et 
phosphatases régulent à leur tour l'activité de facteurs de transcription tels que CREB et 
NFKB (Nuclear Factor KB) (Butow et al., 2004). 

Parmi ces différentes voies, la voie conduisant à l'activation de CREB a été mise en évidence 
au laboratoire (Arnould et al., 2002). Il a été mis en évidence que de nombreux gènes dont 
l'expression était modifiée par un dysfonctionnement mitochondrial possédaient des 
séquences CRE (cAMP Responsive-Element) dans leur promoteur. L'augmentation de la 
concentration en calcium cytosolique induite par un dysfonctionnement mitochondrial conduit 
à l'activation de la calcium/calmoduline kinase IV en induisant une diminution de 
l'interaction de la kinase avec la phosphatase 2A (PP2A) régulatrice qui inhibe son activité 
par déphosphorylation (Anderson et al., 2004). La CaMKIV activera alors, par 
phosphorylation de la Ser 133, la protéine CREB, lui permettant d'interagir dans le noyau 
avec le co-activateur CBP/P300 et de jouer son rôle de facteur de transcription. CREB 
phosphorylé pourrait également interagir avec p53, modifiant sori activité transcriptionnelle, 
ce qui entraînera une augmentation de l'expression de p21 waf/cipl, un inhibiteur des CDKs et 
donc du cycle cellulaire (Arnould et al., 2002). L'activation du facteur de transcription NFKB 
en réponse à un dysfonctionnement mitochondrial serait le résultat d'une déphosphorylation 
de son inhibiteur IKB~ par la calcineurine permettant la révélation des sites NLS (Nuclear 
Localisation Sequence) cryptiques entraînant sa translocation dans le noyau (Butow et al., 
2004)(Figure 1.14). Rappelons que de nombreuses études montrent également que 
l'augmentation de la production de ROS en réponse à un dysfonctionnement mitochondrial 
est également capable d'activer ce facteur (Poyton et al., 1996). 

On peut citer comme exemples de modifications d'expression de gènes liées à la 
communication rétrograde mitochondriale que des gènes codant pour comme la PCK2 
(Phosphoenolpyruvate carboxykinase 2) et la GCK (glucokinase), des protéines de la 
glycolyse, sont surexprimés dans les cellules 143B rho0

, ARPE19 rho0 (épithélium rétinien) et 
des fibroblastes cybrides GMO6225 repeuplés avec des mitochondries de patients atteints 
syndrome de Kearns-Sayre (Miceli et al., 2005). 

En raison du rôle essentiel de la mitochondrie et des implications multiples des ROS et du 
calcium dans la mort cellulaire par apoptose, il est intéressant d'utiliser les cellules rho0 
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Figure 1. 15 : Schéma général reprenant les principaux effecteurs et régulateurs de l'apoptose dépendante des caspases (en rouge) et indépendante 
des caspases (en vert). L'apoptose peut être induite par diffirents stimuli tels que la liaison de ligands aux récepteurs de mort, la perturbation du 
fmctionnement mitochondrial ou des autres organites suite à l'action de certaines molécules, des U.V. et autres flcteurs de stress comme les ROS , l'altération 
de l' ADN nucléaire, .... Ces stimuli vont conduire à l 'activation des caspases, les enzymes clef de l'apoptose soit directement par les récepteurs à domaine de 
mort (voie extrinsèque) soit après la libération du cytochrome c dans le cytosol suite à la débalance de l'action des protéines pro-apoptotiques et anti
apoptotiques (voi~ intrinsèque). D'autres protéines comme des endonucléases qui vont cliver l' ADN ou des inhibiteurs des IAP (SmadDiablo) peuvent 
également être relargué par la mitochondrie en même temps que le cytochrome c. Ces dernières vont flciliter l'activation des caspases en levant l'inhibition 
imposée par les IAP ( d 'après Philchenkov 2004). 
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comme modèle de recherche sur la mort cellulaire programmée. Le but de notre travail étant 
de comparer la sensibilité des cellules 143B et 143B rho0 à l'induction de l'apoptose par la 
staurosporine, nous allons maintenant introduire l'apoptose et faire une revue de la littérature 
ayant trait aux réponses des cellules déplétées en ADNm1 à l'apoptose induite par différents 
stimuli. 

1. 6. L'apoptose 

L'apoptose ou mort cellulaire programmée est un mécanisme physiologique dépendant de 
l' ATP qui joue un rôle essentiel dans le développement et l'homéostasie tissulaire. Les 
cellules en apoptose présentent quelques caractéristiques morphologiques et physiologiques 
typiques: la cellule s'arrondit, se détache du substrat, se fragmente en« corps apoptotiques », 
la phosphatidylséi-ine présente dans le feuillet interne de la membrane migre dans le feuillet 
externe par un mécanisme de « flip-flop » signalant ainsi l'état apoptotique de la cellule aux 
cellules phagocytaires, la chromatine se condense avant que l' ADN ne se fragmente suite à un 
clivage internucléosomique. Cette fragmentation del' ADN est une étape tardive du processus 
apoptotique qui génère des fragments dont la taille est de 180 pb (ou des multiples de 180 pb) 
et est responsable du profil typique « en échelle » de l'apoptose observé lors de la migration 
sur gel d'agarose del' ADN extrait de cellules apoptotiques (Allen et al., 1997; Zimmermann 
et al., 2001). Contrairement à la nécrose, l'apoptose est une mort régulée de la cellule qui ne 
conduit pas à la libération du contenu cellulaire dans le milieu extracellulaire et n'induit donc 
pas le déclenchement d'une réponse inflammatoire (Philchenkov, 2004). Ce «suicide » 
cellulaire à été particulièrement bien étudié chez le nématode Caenorhabditis elegans qui, au 
cours de son développement, voit 131 des 1090 cellules le composant mourir par apoptose et 
ce, de manière reproductible et selon un programme bien défini. Des analyses génétiques ont 
mis en évidence quatre gènes codant pour des acteurs centraux régulant ce processus : ced-3 
et ced-4 (pro-apoptotiques), ced-9 (anti-apoptotique) et egl-1 codant pour une protéine qui, 
lorsqu'elle se lie à ced-9, favorise l'action de ced-4 qui pourra ainsi activer ced-3. Les 
orthologues des gènes ced-3 et ced-9 chez les mammifères sont respectivement la protéase 
initialement appelée ICE (Interleukin-lbeta-Converting Enzyme), un membre de la famille 
des caspases (Cysteinyl Aspartate Specific Proteases), et Bcl-2 (Philchenkov, 2004; 
Zimmermann et al., 2001). Ced-4 code, quant à lui, pour un orthologue d' Apaf-1 retrouvé 
chez les mammifères et egl-1 pour une protéine à domaine BH3 homologue à la protéine Bad. 

En réponse à différents stimuli pro-apoptotiques comme les U.V. , les radiations gamma, 
certaines drogues et toxines, la liaison de facteurs tels que le TNFa à son récepteur ou encore 
des dommages à l' ADN, différentes voies de signalisation peuvent conduire à l'apoptose 
(Figure 1. 15). On distingue deux grandes voies conduisant à l'apoptose. La première est la 
voie extrinsèque médiée par des récepteurs à domaine de mort (Death Domain) et la seconde 
la voie intrinsèque médiée par la mitochondrie. Ces voies passent par un mécanisme commun 
de mise à mort : l'activation des caspases. 

Avant de présenter la mécanistique des réponses apoptotiques, nous allons décrire 
brièvement les principaux acteurs impliqués dans ces réponses. 

1.6.1. Les membres de la famille Bcl-2 

La protéine Bcl-2 (B-Cell Lymphoma) fut identifiée pour la première fois comme le produit 
d'un proto-oncogène dans des lymphocytes B folliculaires. Elle fut ensuite décrite comme une 
protéine mammalienne orthologue du répresseur d'apoptose ced-9 de C. elegans. Au moins 



Figure 1. 16 : Schéma représentant les membres principaux de la famille Bcl-2 et une illustration de 
leurs domaines d'homologie à Bcl-2 (BH: Bcl-2 Homology domain) (d 'après Scorrano et al. 2003). 
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19 membres de la famille Bcl-2 ont maintenant été identifiés chez les mammifères. Tous 
possèdent au moins un des quatre domaines homologues à Bcl-2 (BHl à BH4) (Scorrano et 
al., 2003). Les membres de la famille Bcl-2 peuvent être regroupés en 3 catégories 
fonctionnelles (Figure 1.16) : 

1.6.1.1. Les protéines pro-apoptotiques: « Bax-like » 

Ce groupe comprend les protéines pro-apoptotiques Bax, Bak, Bok/Mtd et Bcl-Xs qui 
partagent des homologies de séquence avec les domaines BHl, BH2 et BH3 (permettant 
l'interaction avec les protéines « Bcl-2-like ») mais ne possèdent pas de domaine BH4. Citons 
par exemple les domaines BHl, BH2 et BH3 de Bax qui forment, comme pour Bcl-2, une 
poche hydrophobe dans laquelle se replie le domaine d'insertion en membrane lorsque la 
protéine est inactive. Lors de son activation, Bax dont la localisation est cytosolique ou 
interagissant faiblement avec la membrane mitochondriale externe, subit un changement de 
conformation exposant alors son domaine hydrophobe lui permettant de s'insérer dans la 
membrane mitochondriale externe où il pourra exercer son rôle pro-apoptotique suite à son 
oligomérisation pour former un pore transitoire (Scorrano et al., 2003). Une seconde 
hypothèse relative à son rôle pro-apoptotique propose que l'interaction de Bax avec VDAC, 
conduise à la formation et à l'ouverture du PTP (Permeability Transition Pore) permettant la 
libération des molécules pro-apoptotiques présentes dans l'espace intermembranaire 
mitochondrial (Kroemer et al., 2000). 

1.6.1.2. Les protéines anti-apoptotiques: « Bcl-2-like » 

Ce groupe reprend les protéines Bcl-2, Bel-XL, Bcl-w, Mcl-1, Al/Bfl-1, NR-13 et 
Boo/Diva. Elles exercent toutes une activité anti-apoptotique et sont capables d'interagir avec 
les domaines BH d'autres protéines impliquées dans l'apoptose. Elles partagent toutes au 
moins les domaines BHl et BH2 bien que les protéines ayant le plus d'homologie avec Bcl-2 
possèdent les 4 domaines (Zimmermann et al., 2001). Les domaines BHl, BH2 et BH3 
forment une poche hydrophobe stabilisée par le domaine BH4. Cette poche permet 
l'interaction de ces protéines avec les protéines pro-apoptotiques leur permettant d'inhiber 
leur action par séquestration. Par exemple, la protéine Bcl-2 peut former un hétérodimère avec 
les protéines Bax, Bad, Bak ou Bid et inhiber ainsi leur action pro-apoptotique. Citons encore 
comme exemple la protéine Mcl-1 (Myeloid Cell factor 1) qui ne possède pas de domaine 
BH4 mais est capable d'interagir avec les protéines pro-apoptotiques Bax et Bak pour retarder 
l'induction de l'apoptose. A l'exception d' A l/Bfl-1, les membres de ce groupe possèdent 
également un domaine hydrophobe d'insertion en membrane leur permettant une localisation 
dans les membranes mitochondriales externes, nucléaires ou du réticulum endoplasmique 
(Thomenius et al., 2003). 

1.6.1.3. Les protéines« BH3-only » 

Le groupe des « BH3-only » comprend les protéines Bid, Bad, Bim, Bik/Nbk, Blk, Hrk, 
Bnip3, BimL, Puma, Noxa et Nix qui sont, pour la plupart, des inducteurs indirects de 
l'apoptose. En effet, leur fonction consiste à inhiber des inhibiteurs d'apoptose de la famille 
« Bcl-2-like » en s'y liant par leur domaine BH3. Bid et Bim seraient de plus capables de se 
lier et d'activer directement Bax et Bak (Zimmermann et al., 2001) et Bid pourrait également 
servir de point de liaison entre les voies extrinsèque et intrinsèque de l'apoptose dont il sera 
question aux points 1.6.3. et 1.6.4 .. 
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Tableau 1. 3 : Caractéristiques fonctionnelles et structurales des caspases (d'après Philchenkov 2004) . 
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Figure 1. 17: Mécanisme d'activation des caspases. L'activation des caspases se fait par deux clivages 
protéolytiques : un entre la petite sous-unité et la grande sous-unité et un autre entre le prodomaine et la 
grande sous-unité. Ces clivages permettent une hétérotétramérisation de deux petites sous-unités et deux 
grandes sous-unités donnant la forme active de la caspase (d'après Zimmermann et al. 2004). 
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Tableau 1.4 : Particularités de quelques inhibiteurs endogènes de caspase (d 'après Phi/chenkov 2004). 
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La régulation de l'apoptose par les membres de la famille Bcl-2 résulte de l'équilibre qu'il y a 
entre les protéines des groupes pro- et anti-apoptotiques. Les stimuli pro-apoptotiques vont 
conduire à l'activation des protéines dites « BH3 only » qui vont perturber cet équilibre en 
dimérisant avec les protéines anti-apoptotiques levant l'inhibition qu'elles imposaient aux 
membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 et entraînant, in fine, l'activation des caspases 
ou effecteurs de la mort cellulaire. 

1.6.2. Les caspases et leur(s) substrat(s) 

Les caspases (Tableau 1.3) sont synthétisées sous une forme inactive et comportent quatre 
domaines : un prodomaine NH2-terminal pouvant être court (20 à 30 acides aminés) pour les 
caspases effectrices ou long (plus de 90 acides aminés) pour les caspases initiatrices, une 
grande sous-unité d'un poids moléculaire avoisinant les 20 kDa, une petite sous-unité 
d'environ 10 kDa et un domaine reliant ces deux sous-unités catalytiques qui n'est pas 
toujours présent (Philchenkov, 2004). L'activation de ces enzymes se fait par un double 
clivage protéolytique aboutissant à la séparation des deux sous-unités et à leur hétéro
tétramérisation (la forme active se compose de deux petites et de deux grandes sous
unités )(Figure 1.17)(Philchenkov, 2004). Les caspases peuvent être classées en deux groupes: 
les caspases initiatrices (caspases 2, 8, 9, 10 et probablement 11) qui activent les caspases 
effectrices (caspases 3, 6 et 7) par des réactions de protéolyse partielle en cascade,. Les 
caspases initiatrices interagissent avec leurs activateurs respectifs par un domaine 
d'interaction protéine-protéine DED (Death Effector Domain) pour les caspases 8 et 10 ou 
CARD (Caspase Recruitment Domain) pour les caspases 1, 2, 4 et 9. Les caspases effectrices, 
une fois activées, pourront dégrader leur(s) substrat(s) et entraîner les changements 
morphologiques typiques des cellules en apoptose. Les caspases effectrices peuvent 
également être activées par différentes protéases autres que les caspases telles que les 
cathepsines, la calpaïne ou le granzyme B libéré par les acteurs du système immunitaire 
(Neumar et al., 2003). 

Les caspases possèdent une cystéine dans leur site catalytique et reconnaissent, puis clivent 
leur(s) substrat(s) après un résidu aspartate compris dans des séquences conservées de type 
« DEVD ». Parmi les substrats des caspases effectrices, on peut citer les caspases elles
mêmes, iCAD/DFF45 un inhibiteur de la DNAse DFF40/CAD responsable du clivage 
intemucléosomal del' ADN, des membres de la famille Bcl-2 tels que Bax, Bcl-2, Bel-XL et 
Bid (Eamshaw et al., 1999; Wolf et al., 1999). Citons encore le clivage de la gelsoline et de la 
fodrine responsable du détachement de la membrane plasmique du cytosquelette aboutissant à 
l'arrondissement de la cellule (Kothakota et al., 1997). Un grand nombre de substrats des 
caspases peuvent donc être clivés, qu'il s'agisse de protéines du cytosquelette, de la 
membrane plasmique ou de protéines impliquées dans la réparation de l' ADN et la division 
cellulaire. On peut citer, comme exemple de substrat des caspases impliqué dans la réparation 
de l' ADN, la protéine PARP (poly(ADP-ribose) polymerase) , une enzyme nucléaire 
possédant un domaine de liaison à l' ADN, un domaine catalytique et un domaine 
d'automodification qui est activé lors de dommages à l' ADN. Cette enzyme catalyse la 
formation de polymères ramifiés d' ADP-riboses sur les protéines interagissant avec l' ADN 
telles que les histones, le facteur de transcription p53, des topoisomérases et des ARN et ADN 
polymérases. Cette poly(ADP)-ribosylation diminuerait, par répulsion de charge, l'affinité de 
ces protéines pour l' ADN, rendant l'accès à l' ADN plus aisé pour les enzymes de réparation 
(Susse et al., 2004). 
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Figure 1. 19: Mécanisme de formation de l'apoptosome. L'apoptosome est constitué d'Apaf-1 et de la 
pro-caspase-9 qui s'associent suite à la libération du cytochrome c par la mitochondrie. Cette association va 
permettre l'activation de la pro-caspase-9 en caspase 9 qui activera ensuite la pro-caspase-3 en caspase-3 
(d'après Zimmermann 2004). 
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Afin d'inhiber, en conditions normales, toute activation accidentelle des caspases, la cellule 
possède des inhibiteurs endogènes de caspases appelés IAP (Inhibitor of Apoptosis Protein) 
qui se lient aux caspases ou aux récepteurs de mort. Cette famille d'inhibiteurs comprend, 
chez les cellules eucaryotes de mammifères, 7 protéines connues comme c-FLIP (FADD-Like 
ICE-inhibitory Protein), BAR (Bifunctional Apoptosis Regulator), ARC (Apoptosis Repressor 
with CARD), XIAP (X-Linked Inhibitor of Apoptosis) et les c-IAPs (Tableau 
l.4)(Philchenkov, 2004). Les IAPs exercent leur activité inhibitrice en se liant aux caspases 
par des domaines conservés BIR (Baculovirus IAP Repeat) afin de les inhiber de manière 
compétitive empêchant la caspase de reconnaître et donc de cliver son substrat (Suzuki et al., 
2001). Les protéines IAP possèdent de plus un domaine RING ayant une activité ubiquitine 
ligase de type E3 qui va permettre l'ubiquitinilation de l'IAP et sa dégradation par le 
protéasome 26s, ainsi que celle de la caspase à laquelle elle est liée (Zimmermann et al., 
2001). 

1. 6.3. La voie extrinsèque 

La_ voie extrinsèque fait référence aux mécanismes d'induction de la mort cellulaire par 
apoptose induits par des stimuli extracellulaires tels que le TNFa (Tumor-Necrosis Factor a), 
l'absence de facteur de croissance comme le NGF (Neuronal Growth Factor) ou par des 
interactions cellules-cellules (notamment dans le cadre de la réponse immunitaire) via 
l'interaction Fas/Fas-ligand (Zimmermann et al., 2001)(figure 1.18). Les récepteurs de mort 
de la super-famille des récepteurs au TNF tels que le TNFRl, Fas et TRAIL (TNF-related 
apoptosis inducing ligand) sont caractérisés par 2 à 5 copies d'un domaine extracellulaire 
riche en cystéines et par la présence d'un domaine intracellulaire dit « domaine de mort» (ou 
death domain (DD)) (Aggarwal, 2000). L'apoptose peut être induite lors de la liaison de leur 
ligand entraînant la trimérisation des récepteurs et ainsi le rapprochement des domaines de 
mort permettant la formation d'un complexe de signalisation. Par exemple, le récepteur Fas 
activé par la liaison de FasL va recruter des protéines adaptatrices F ADD (Fas-associated DD) 
via des interactions entre leur domaine de mort respectif (DD-DD). Ces adaptateurs possèdent 
également un« domaine effecteur de mort» cellulaire (Death Effector Domain (DED)) qui va 
permettre de recruter les procaspases-8 qui s'auto-activeront par protéolyse. En effet les 
procaspases-8 sont capables, après un changement conformationnel, de s'auto-activer car elles 
possèdent, comme la plupart des substrats de ces protéines, des résidus aspartate entre les 
différents domaines. La caspase-8 pourra à son tour activer les caspases effectrices en aval et 
entraîner la mort cellulaire (Figure l.18)(Zimmermann et al., 2001). 

1. 6. 4. La voie intrinsèque 

La mitochondrie contient, dans son espace intermembranaire, des facteurs pro-apoptotiques 
tels que l' endonucléase G, la protéine Smac/Diablo, l' AIF (Apoptosis Inducing Factor) et 
surtout, le cytochrome c, protéine responsable de l'activation de la caspase-9 au niveau de 
l'apoptosome (formé des protéines Apaf-1, de la pro-caspase-9 et du cytochrome c)(figure 
1.19). Tous ces facteurs seront libérés dans le cytosol lors de la perception des stimuli 
adéquats tels que des dommages à l' ADN et autres stress cellulaires comme l'augmentation 
de la production des ROS (Vergani et al., 2004). Il existe également une connexion entre la 
voie extrinsèque et la voie intrinsèque de l'apoptose assurée par la caspase-8 qui est activée 
par les récepteurs à domaines de mort. En effet, cette caspase est capable de cliver Bid en tBid 
qui transloque alors dans la mitochondrie et peut interagir avec différentes protéines 
mitochondriales impliquées dans la formation du PTP pour permettre la libération des 
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Figure 1. 20 : L'action de p53 et de ses partenaires dans l'apoptose. Lors de la perception de dommages à 
l' ADN par la cellule, le facteur de transcription p53 induit l'expression de p2 l afin d'arrêter le cycle 
cellulaire ainsi que l'expression de gènes codant des enzymes de la machinerie de réparation de l'ADN ou 
active l'expression de protéines pro-apoptotiques telles que Bax. La protéine c-Myc joue un rôle apoptogène 
en inhibant la transcription de p2 l, inhibant ainsi l' arrêt du cycle cellulaire, et en activant l'expression de Arf 
qui va inhiber la dégradation de p53 par le protéasome en empéchant sont interaction avec Mdm2, une 
ubiquitine ligase (d'après Haupt et al. 2003) 



Introduction - 16 -

protéines pro-apoptotiques contenues dans l'espace intermembranaire (Scorrano et al., 2003; 
Zimmermann et al., 2001). 

1.6.4.1. L'apoptose en réponse au stress: cas des dommages à l'ADN 

Lors de dommages à l' ADN comme des cassures simple brin ou la formation de dimères de 
thymine causés par les U.V. et les radiations pénétrantes, le choix de la réponse cellulaire 
caractérisée par l'arrêt du cycle cellulaire puis la réparation des dommages à l 'ADN ou par 
l'induction de l'apoptose est sous le contrôle de la protéine p53, un facteur de transcription 
suppresseur de tumeurs, et de ses différents partenaires (Figure 1.20)(Giaccia et al., 1998; 
Haupt et al., 2003). Le facteur de transcription p53 est impliqué dans la réponse cellulaire à 
différents stress exogènes et endogènes tels que des dommages à l' ADN, l'activation 
d'oncogènes, la perte de contact avec la matrice extracellulaire ou encore l'hypoxie qui 
pourraient aboutir à une croissance anormale des cellules (Giaccia et al., 1998; Haupt et al., 
2003). L'arrêt du cycle cellulaire par p53 est médié par l'intermédiaire de p21 un gène cible 
de p53 codant une protéine inhibant les CDKs impliquées dans la régulation du cycle 
cellulaire. L'induction de l'apoptose médiée par p53 est, quant à elle, régulée de manières 
dépendantes et indépendantes de la transcription par p53 . En effet, ce régulateur 
transcriptionnel peut induire l'apoptose par la voie extrinsèque en augmentant l'expression 
des récepteurs de la superfamille des récepteurs au TNFa tels que Fas et TRAIT., rendant la 
cellule plus sensible à ces stimuli pro-apoptotiques (Haupt et al., 2003). Il peut également 
activer la voie intrinsèque d'induction de l'apoptose en augmentant l'expression d'au moins 
trois membres pro-apoptotiques de la « famille Bcl-2 » : Bax, Noxa et PUMA et induire 
l'expression d' Apaf-1, protéine impliquée dans la formation de l'apoptosome et l'auto
activation de la caspase-9. La contribution de p53 à la voie intrinsèque ne se résume pas à une 
activité transcriptionnelle puisqu'il est également capable d'agir directement au niveau de la 
mitochondrie en interagissant avec Bel-XL et Bcl-2 et augmenter la perméabilité de la MME 
(Haupt et al., 2003). Un deuxième acteur important dans la prise de décision cellulaire médiée 
par p53 (arrêt du cycle cellulaire ou apoptose) en réponse aux stresses est le facteur de 
transcription c-Myc (figure 1.20). Celui-ci est en effet capable d'inhiber l'action de p53 sur la 
transcription de p21 et donc de lever l'inhibition du cycle cellulaire contrôlée par p53 
favorisant ainsi l'induction de l'apoptose (Haupt et al., 2003). De plus, c-Myc est également 
capable d'inhiber l'activité de l'ubiquitine ligase (Mdm2) qui régule l'activité 
transcriptionnelle de p53 en contrôlant sa dégradation par le protéasome 26s. La protéine c
Myc est donc régulée « finement » par le contrôle de sa stabilité. De plus la modulation de son 
activité fait intervenir des phosphorylations. En effet, l'activation de la voie de Ras (Raf
MEK-ERK) conduit à la phosphorylation de la protéine c-Myc sur la Ser 62 et cette 
phosphorylation est nécessaire à la phosphorylation subséquente sur la Thr 58 par la glycogen 
synthase kinase 3~ (GSK-3~). Cette deuxième phosphorylation est nécessaire à la 
déphosphorylation de la Ser 62 par la PP2A. La dégradation de c-Myc par le protéasome ne se 
produit que lorsque la Ser 62 est déphosphorylée et peut être inhibée, par exemple en phase 
Gl du cycle cellulaire, suite à l'activation de la voie des PI3K/Akt conduisant à l'inhibition de 
la GSK-3~ et par conséquent à la stabilisation de c-Myc (Dominguez-Sola et al., 2004). 

1.6.4.2. La mécanistique de l'apoptose et la mitochondrie 

Les différents stress qui induisent une réponse apoptotique faisant intervenir la 
mitochondrie provoquent la délocalisation de différents facteurs pro-apoptotiques présents 
dans l'espace intermembranaire de l'organite. Le cytochrome c, par exemple, délocalisé dans 
le cytosol, pourra interagir avec la protéine Apaf-1 (Apoptotic Protease-Activating Factor-1) 
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Figure 1.21.: Modification de la perméabilité des membranes mitochondriales. a) Formation d'un pore 
aspécifique par l'ANT en interaction avec des molécules favorisant l'apoptose comme le ca++, le palmitate 
ou les protéines pro-apoptotiques (Bax, Bad, ... ). b) Ouverture du canal VDAC dépendante du potentiel de 
membrane VDAC qui peut interagir avec Bax. c) Formation d'un pore aspécifique par l'oligomérisation de . 
Bax (d 'après Kroemer et al. 2000) . 
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Figure 1.22 : Le PTP. L'augmentation de la perméabilité de la membrane mitochondriale externe lors de 
l'apoptose permettant la libération des protéines pro-apoptotiques de l'espace intermembranaire dans le . 
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bongkrékique) et VDAC ainsi que des protéines telles que la cyclophiline D (inhibée par la cyclosporine A), 
le récepteur périphérique aux benzodiasépines (PBR), l 'hexokinase et des protéines de la famille Bcl-2 
(d'après Brookes P. S. et al. 2004) . 
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et former l'apoptosome: un complexe multiprotéique formé des protéines Apaf-1 , du 
cytochrome c et de la pro-caspase-9, qui activera la cascade de caspase menant à la mort 
cellulaire (Figure 1.19). Le cytochrome c, synthétisé dans le cytosol, est importé dans l'espace 
intermembranaire mitochondrial où il s'associe à un groupement hème pour former 
l'holocytochrome c, seule forme capable d'interagir avec Apaf-1. Ceci explique pourquoi le 
cytochrome c se trouvant dans le cytosol après sa synthèse n'induit pas l'apoptose 
(Zimmermann et al., 2001). L'espace intermembranaire contient également les protéines pro
apoptotiques AIF (Apoptosis lnducing Factor) et l'endonucléase G impliquée dans la 
condensation de la chromatine et la fragmentation de l' ADN. AIF est responsable de la 
formation de fragments d'ADN de haut poids moléculaire (50 kpb) alors que l'endonucléase 
G induit à la fois la fragmentation internucléosomale (tout comme la protéine CAD) et la 
formation de fragments de haut poids moléculaire. Ces deux protéines sont impliquées dans 
l'apoptose nucléaire de manière indépendante des caspases (Cande et al., 2002; van Loo et al., 
2001). 

En plus de l'activation directe de caspases par l'apoptosome, une seconde voie d'activation 
de l'apoptose, indépendante du cytochrome c, a récemment été découverte. Lorsque le 
cytochrome c est relargué dans le cytosol, deux autres protéines à caractère apoptogène sont 
également libérées de la mitochondrie. La protéine Smac/DIABLO (Second Mitochondrial 
Activator of Caspase/Direct IAP Binding protein with Low pl) et HtrA2/Omi. Ces protéines 
favorisent l'activation des caspases en s'associant aux protéines IAPs. La dissociation des 
caspases et des IAPs lève ainsi l'inhibition exercée par ces dernières (Zimmermann et al., 
2001). 

La délocalisation du cytochrome c, nécessaire à la formation de l' apoptosome et à 
l'activation de la caspase-9, passe par la formation transitoire d'un pore par les protéines pro
apoptotiques qui augmente la perméabilité de la MME. Afin d'expliquer la modification de la 
perméabilité des membranes mitochondriales, trois modèles ont été proposés (Figure 1.21) et 
méritent notre attention. Dans le premier modèle, l' ANT, en interagissant avec des molécules 
favorisant l'apoptose comme le Ca++, le palmitate ou les protéines pro-apoptotiques (Bax, 
Bad, . .. ), va former un pore non-spécifique entraînant la perméabilisation de la membrane 
mitochondriale interne. Cette perméabilisation conduit au gonflement de la matrice 
mitochondriale suite au choc osmotique provoqué par l'entrée d'eau. La surface de la 
membrane mitochondriale interne étant beaucoup plus importante que celle de la membrane 
externe du fait des crêtes, le gonflement matriciel va provoquer la rupture de la membrane 
externe et conduire à lalibération des différentes protéines pro-apoptotiques de l'espace 
intermembranaire (Kroemer et al., 2000). Le second modèle propose que l'ouverture du canal 
VDAC, dépendante du potentiel de membrane, permette la perméabilisation de la membrane 
externe sans affecter la membrane interne. L'interaction entre VDAC et Bax transloqué du 
cytosol dans la MME en réponse au stimulus pro-apoptotique entraînerait un changement de 
conformation du canal, formant un pore aspécifique. Bcl-2 pourrait inhiber la formation de ce 
pore en séquestrant la protéine Bax par une interaction protéine-protéine (Scorrano et al., 
2003). Il est également possible que VDAC interagisse avec l' ANT pour former ce pore 
aspécifique ou PTP (Figure l.22)(Kroemer et al., 2000). Enfin, un troisième modèle propose 
que l'oligomérisation de Bax soit directement responsable de là formation d'un pore sans 
qu'il n'y ait d'interaction avec d'autres protéines. Cette oligomérisation pourrait être favorisée 
par Bid ou tBid (Kroemer et al., 2000). Ces modèles visant à expliquer les mécanismes de 
modification de la perméabilité des membranes mitochondriales responsable de la 
délocalisation des molécules pro-apoptotiques mitochondriales ne sont probablement pas 
exclusifs (Kroemer et al., 2000; Skulachev, 2002). 
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1. 7. Le dysfonctionnement mitochondrial et l'apoptose 

Nous avons donc vu que la mitochondrie est une structure subcellulaire très importante pour 
la régulation de la voie intrinsèque de l'apoptose. De ce fait, de nombreuses études ont été 
menées sur des cellules ayant subit des mutations, des réarrangements ou une déplétion de 
l' ADNmt afin d'étudier les mécanismes de la mort cellulaire dans les cellules ne présentant 
plus de mitochondries fonctionnelles. Ces études ont montré une grande hétérogénéité dans 
les réponses de différentes lignées de cellules déplétées en ADNm1 à un stimulus pro
apoptotique. Il apparaît que la sensibilité de ces cellules à l'apoptose varie selon la lignée 
cellulaire considérée, l'origine et la sévérité du dysfonctionnement mitochondrial et 
l'inducteur de l'apoptose utilisé. En plus des mécanismes impliqués dans la réponse 
apoptotique des cellules possédant des mitochondries non fonctionnelles qui restent peu 
connus, il existe actuellement une controverse dans la littérature quant à la sensibilité des 
cellules rho0 à l'apoptose. Nous allons maintenant rapidement faire état des quelques études 
récentes sur le sujet. 

De nombreuses études montrent une forte corrélation entre la libération du cytochrome c 
dans le cytosol en réponse à des stimuli apoptotiques tels que l'induction de dommages à 
l' ADN ou des molécules apoptogènes (staurosporine, étoposide, ... ) et la diminution du 
potentiel de membrane mitochondrial (Li'Pm) (Ferri et al., 2001; Skulachev, 2002; Stoetzer et 
al., 2002). Ces observations laissent penser que la diminution du LÎ'Pm induite par l'utilisation 
d'agents découplants comme le FCCP ou par la déplétion de l' ADNmt pourrait entraîner la 
translocation du cytochrome c de l'espace intermembranaire mitochondrial dans le cytosol et 
l'exécution de l'apoptose. Cependant, de récentes études montrent que la diminution du LÎ'Pm, 
à elle seule, n'est pas suffisante pour induire la mort cellulaire programmée (Biswas et al., 
2005). Même si les cellules présentant un dysfonctionnement mitochondrial possèdent 
souvent un Li'Pm plus faible, cela n'implique donc pas forcément une sensibilité accrue à 
l'apoptose induite. 

Une étude de Biswas et ses collaborateurs sur des myoblastes C2C12 et des cellules A549 
(de carcinome du poumon) déplétées en ADNm1 montre que ces cellules sont plus résistantes à 
l'induction de l'apoptose par la staurosporine. Ces auteurs montrent également que la 
diminution du potentiel de membrane mitochondrial induite par une déplétion del' ADNm1 est 
responsable de la surexpression de gènes nucléaires codant pour des acteurs importants· de la 
réponse apoptotique tels que Bcl-2, Bel-XL, Bax, Bad et Bid (Biswas et al., 2005). Dans les 
cellules C2C12 rho0

, ils ont également montré que la libération du cytochrome c et de la 
protéine Smac/Diablo induite par la staurosporine n'était pas modifiée. Ils ont de plus constaté 
que, dans les cellules C2C12 rho0

, la protéine pro-apoptotique Bid ne subissait pas de clivage 
protéolytique en tBid après une stimulation à la staurosporine. Bien que des protéines pro
apoptotiques telles que Bax, Bad et Bid soient surexprimées dans les cellules C2C12 
déplétées en ADNm1 ou traitées avec un agent découplant comme le CCCP, ces cellules 
présentent une résistance accrue à l'apoptose induite par la staurosporine. Cette équipe a 
également montré que ces protéines pro-apoptotiques étaient localisées dans la membrane 
mitochondriale interne contrairement à leur localisation classique dans le cytosol ou la 
membrane externe de la mitochondrie. Cette localisation atypique, couplée à la surexpression 
de Bcl-2 et Bel-XL, permettrait d'expliquer, du moins en partie, la résistance de ces cellules 
rho0 à l'apoptose induite par la staurosporine. 

Park et son équipe ont également montré que les cellules SK-Hepl rho0 d'hépatome étaient 
plus résistantes à l'apoptose induite par le paraquat, une molécule générant des radicaux libres 
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dérivés de l'oxygène (Park et al., 2004). Une analyse de l'expression de gènes dans ces 
cellules à pennis de montrer une augmentation de l'expression de gènes codant pour des 
enzymes mitochondriales telles que la MnSOD (SOD2) et la glutathion peroxydase, deux 
enzymes impliquées dans la détoxification des ROS. Même si la production des ROS est 
augmentée dans ces cellules déplétées en ADNmt en présence de paraquat, la surexpression 
d'enzymes antioxydantes comme la SOD2 et la glutathion peroxydase prévient l'induction de 
l'apoptose par les ROS. Par ailleurs, l'équipe de Vergani a tenté de savoir si les cellules 
déplétées en ADNmt possédaient des mécanismes de défense contre les ROS aussi efficaces 
que les cellules possédant des mitochondries fonctionnelles (Vergani et al., 2004). Pour y 
parvenir, ils ont étudié le niveau d'expression des gènes codant différentes enzymes 
impliquées dans la détoxification des ROS telles que les SOD, la GPx (glutathion peroxidase), 
la GR (glutathion redutase) et la GST (glutathion transférase) dans des lignées cellulaires 
dérivées de carcinome du poumon ou d'ostéosarcome. Leurs résultats ont montré que la 
déplétion del' ADNmt affectait les mécanismes de défense d'une manière spécifique à chaque 
tissu. La modification de l'expression et de l'activité des enzymes antioxydantes comme les 
SODl et SOD2 observées dans différentes lignées rho0 pourraient expliquer la sensibilité 
différentielle que présentent les cellules déplétées en ADNmt· De plus, Cardoso et son équipe 
ont montré que les cellules de tératocarcinome NT2 déplétées en ADNmt ne présentaient pas 
de variation dans la sensibilité à l'apoptose induite par le peroxyde d'hydrogène (Cardoso et 
al., 2004). Cette équipe a également mis en évidence que l'induction de l'apoptose par le 
peptide B-amyloïde (B25-35), qui provoque l'activation des caspases et génère également un 
stress oxydatif, nécessitait une chaîne de transporteurs d'électrons fonctionnelle et par 
conséquent que le peptide B-amyloide était incapable d'induire l'apoptose sur ces cellules rho0 

(Castedo et al., 2002). Jiang et ses collaborateurs ont décrit que l'apoptose induite par la 
staurosporine se déroulait de manière comparable dans les cellules d'ostéosarcome 143B 
déplétées en ADNmt et les cellules parentales. Ils ont constaté que le cytochrome c était bien 
présent dans l'espace intermembranaire mitochondrial des cellules rho0 et qu'il était 
délocalisable lors du déclenchement de l'apoptose (Jiang et al., 1999). Enfin, Liu et son 
équipe ont montré que les cellules 143B rho0 présentent une sensibilité accrue à l'apoptose 
induite par la staurosporine ou une exposition aux U.V.(Liu et al., 2004). En effet, ces auteurs 
rapportent que la fragmentation del' ADN et l'activation de la caspase-3 sont plus importantes 
dans ces cellules. Ces auteurs ont également mis en évidence que différentes cellules cybrides 
obtenues à partir de la fusion de fibroblastes énucléés de patients atteints des syndromes 
MERRF, MELAS ou CPEO avec des cellules 143B rho0 étaient plus sensibles à l'apoptose 
induite par la staurosporine ou les U.V. (Liu et al., 2004). Mentionnons encore que la 
sensibilité à l'apoptose induite par la staurosporine de cellules cybrides MERRF a été étudiée 
et confirmée au laboratoire dans le cadre du mémoire de Guillaume Rommelaere (Juin 2005). 

En conclusion, nous pouvons voir qu'il existe une controverse dans la communauté 
scientifique quant à l'hypersensibilité ou à la résistance à l'apoptose de cellules possédant des 
mitochondries non fonctionnelles. Ces différences dans la réponse cellulaire peuvent découler 
du type cellulaire, de l'origine et de la sévérité du dysfonctionnement mitochondrial ainsi que 
de la nature des stimuli utilisés pour induire l'apoptose. C'est la recherche et la caractérisation 
de la sensibilité des cellules 143B rho0 à l'apoptose induite par la staurosporine mais surtout 
la recherche des mécanismes qui contrôlent la réponse apoptotique dans ces cellules qui sont à 
la base de ce travail. 



Figure 1. 23 : L'induction de l'apoptose par la staurosporine. La staurosporine est un inhibiteur des PKB 
et PKC. Cette inhibition va lever la séquestration de Bad par la.protéine 14-3-3 dans le cytosol car il ne sera 
plus phosphorylé par les PKB et PKC. De plus, la staurosporine augmente la concentration en calcium dans 
la mitochondrie et la production de ROS . Ces différents mécanismes vont aboutir à la libération du 
cytochrome c par la mitochondrie et à l'activation des caspases (d'après Liu et al. 2004) . 
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1. 8. La staurosporine 

La staurosporine est une molécule naturelle isolée pour la première fois en 1977 par Omura 
S. à partir de la bactérie Sreptomyces staurosporeus et qui est utilisée par cet organisme 
comme anti-fongique (Omura et al., 1977). Il a été montré que la staurosporine avait, entre 
autres, un effet apoptogène et inhibait les protéines kinases B et C (Stoetzer et al., 2002; 
Thuret et al., 2003; Zhang et al., 2004a). La staurosporine est décrite comme activant la voie 
intrinsèque de l'apoptose et ce par différents mécanismes (Figure 1.23). La staurosporine, en 
inhibitant les protéines kinases B et C, favorise l'action pro-apoptotique de Bad puisque, sous 
sa forme phosphorylée, la protéine Bad est séquestrée dans le cytosol par la protéine 14-3-3 
(Won et al., 2003). La staurosporine augmente également la production des ROS dans la 
mitochondrie (Gil et al., 2003). Ceux-ci vont faciliter la libération du cytochrome c, 
notamment, en déstabilisant les membranes mitochondriales et vont perturber le contrôle de 
l'homéostasie des ions Ca++ par la mitochondrie, augmentant ainsi la concentration en 
calcium cytosolique libre (Gil et al., 2003; Liu et al., 2004). Les ions calcium pourront ainsi 
activer différentes protéases comme la calpaïne capable de cliver les protéines Bcl-2, Bid et 
les caspases. L'inhibition des PKB/PKC impliquées dans des voies de signalisation anti
apoptotiques, l'augmentation de la production des ROS par la cellule et l'activation de 
protéases dépendantes du calcium va conduire à l'induction de l'apoptose par la 
staurosporine. Des dérivés de la staurosporine, plus sélectifs pour l'inhibition des PKC, ont 
déjà été utilisés dans la recherche thérapeutique anti-cancéreuse en raison de leurs effets anti
prolifératifs. 
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1.9. Objectifs de ce mémoire 

Ce travail a été réalisé dans le but d'étudier la sensibilité de cellules 143B rho0 à l'apoptose 
induite par la staurosporine et de débuter une étude des mécanismes visant à mieux 
comprendre la réponse apoptotique de ces cellules. Un travail comparable a également été 
réalisé au laboratoire sur des cellules cybrides MERRF présentant une mutation ponctuelle 
(A8344G) touchant l' ARNt mitochondrial porteur de la lysine. Cette mutation conduit donc à 
une diminution de la synthèse de protéines mitochondriales qui affecte in fine les 
phosphorylations oxydatives. Il a été montré que les cellules cybrides sont plus sensibles à 
l'apoptose que les cellules parentales (Guillaume Rommelaere, Mémoire de licence, juin 
2005). 

Dans un premier temps, nous avons continué un travail entrepris au laboratoire dans le cadre 
de la thèse de Ludovic Mercy visant à caractériser les changements d'expression de gènes 
induits par un dysfonctionnement chronique de l'activité mitochondriale. Dans ce cadre, nous 
avons décidé de comparer les profils d'expression de gènes (au niveau transcriptomique) dans 
des cellules 143B et 143B rho 0. Pour cela, nous avons réalisé une hybridation d' ADNc 
préparés à partir de ces cellules sur un damier à ADN dit généraliste « Human General 
Chip » (Eppendorf) permettant l'analyse de l'expression de 202 gènes ciblant différentes 
fonctions cellulaires comme la prolifération cellulaire, le contrôle du cycle cellulaire, 
l'apoptose . . . (voir liste de gènes et «design» du damier en Annexes I et Il). Nous nous 
sommes intéressés exclusivement à l'analyse de gènes différentiellement exprimés ayant une 
fonction connue dans les processus apoptotiques. 

Dans un deuxième temps et vu la controverse qui existe quant à la différence de sensibilité 
de cellules déplétées en ADNmt à l'apoptose induite et surtout en raison de l'absence de 
mécanismes qui expliquent ces différences, nous avons étudié la sensibilité de cellules 143B 
et 143B rho0 à l'apoptose induite par la staurosporine en caractérisant l'état de la 
fragmentation de l' ADN génomique et l'état d'activité de la caspase-3, deux marqueurs 
importants de la réponse apoptotique. 

Enfin, dans le but de tenter de mettre en évidence des mécanismes potentiellement 
responsables du comportement différentiel de ces lignées cellulaires en présence de 
staurosporine, nous avons caractérisé le niveau d'expression de gènes codant pour des 
effecteurs de l'apoptose tels que Bcl-2, Bax, Bel-XL, Mcl-1 et le cytochrome c. L'abondance 
relative de ces marqueurs a également été étudiée par Western blot réalisés sur des fractions 
enrichies (mais non pures) en protéines mitochondriales, nucléaires et cytosoliques de cellules 
143B et 143B rho0

, préalablement incubées ou non en présence de staurosporine, obtenues par 
des centrifugations différentielles . La localisation de certains acteurs a également été 
recherchée par des marquages en immunofluorescence et des observations en microscopie 
confocale. Nous avons ainsi établi une cartographie de l'abondance et de la localisation 
d'acteurs pro- et anti-apoptotiques dans des cellules présentant une déficience de l'activité 
mitochondriale induite par une déplétion en ADNmt incubées en présence de staurosporine. 
Pour terminer et dans une expérience tout à fait préliminaire, nous avons étudié l'expression 
différentielle de gènes impliqués dans l'apoptose dans les deux lignées de cellules incubées ou 
non en présence de l'inducteur apoptotique. Pour cela, nous avons utilisé un damier à ADN 
ciblé sur l'apoptose : ie « DualChipTM Human Apoptosis » (Eppendorf) permettant l'étude 
de l'expression de 135 gènes impliqués dans l'apoptose, le cycle cellulaire ... (voir liste des 
gènes et « design » du damier en Annexes III et IV). 
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2. Matériel et méthodes 

2.1. Cultures cellulaires: 

Dans ce travail, deux lignées cellulaires ont été utilisées. Des cellules 143B, issues d'un 
ostéosarcome humain, provenant del' A.T.C.C. (American Tissues and Cell Collection, USA) 
généreusement données par le professeur G. Attardi (California Institute of Technology, CIT, 
USA) et des cellules 143B rho0 issues d'une population clonale de cellules 143B totalement 
déplétées en ADNmt obtenue par la culture prolongée (30 passages) dans du milieu contenant 
du bromure d'éthidium à faible concentration (50 µg/µl) suivie d'une sélection en présence 
d'oligomycine (un inhibiteur de la F0F1-ATPase). Ces cellules caractérisées précédemment 
par King M.P. et Attardi G. (King et al., 1989) sont cultivées dans des boîtes de culture de 75 
cm2 (Costar) en présence de 15 ml de milieu DHG (Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
High Glucose: 4,5 g/1) contenant 10 % de sérum de veau fœtal (SVF) (Gibco BRL, Grande 
Bretagne). Ce milieu est supplémenté, dans le cas des cellules 143B rho0

, par de l'uridine (50 
µg/ml)(Sigma, U-3003), en raison de leur auxotrophie pour cette molécule, et du pyruvate (1 
rnM)(Sigma, P-2256). Les cellules sont maintenues à 37 °C dans une étuve (HERAEUS, 
Allemagne) dont l'atmosphère contient 5 % de CO2 et 95 % d'air humide. 

2.1.1. Sous-cultures : 

Les cellules sont repiquées deux fois par semaine à une dilution de 1/10 pour les cellules 
143B et de 1/5 pour les cellules 143B rho0 en raison de la capacité plus faible de ces cellules à 
proliférer. En effet, le temps de doublement pour les cellules 143B rho0 est d'environ 29h 
contre 20h pour les cellules 143B (Buchet et al., 1998). Après avoir décanté le milieu de 
culture, les cellules sont rincées avec 10 ml de PBS (Phosphate Buffer Saline) stérile composé 
de 0,9 % de NaCl, 10 rnM K2HPOJK2HPO4 (pH 7.4) afin d'éliminer les résidus de sérum qui 
pourraient inhiber l'action de la trypsine. Les cellules sont détachées à l'aide de 2 ml de 
trypsine 0,25 % (Gibco) et resuspendues dans une quantité adéquate de milieu de culture 
DHG contenant 10 % de sérum de SVF. Elles sont alors ensemencées à la dilution souhaitée 
dans des boîtes de 75 cm2

, 25 cm2 ou dans des multipuits (Costar). 

2.2. Analyse de l'expression différentielle de gènes induite par un 
dysfonctionnement mitochondrial : 

Afin d'analyser l'expression différentielle de gènes induite par un dysfonctionnement 
mitochondrial, une hybridation sur damier à ADN, le « DualChips Human General » 

(Eppendorf Array Technology), a été réalisée à partir d'extraits d'ARNtot de cellules 143B et 
143B rho0 rétrotranscrits en ADNc, Ce damier comporte 202 sondes de capture pour des 
transcrits de gènes présentant différentes fonctions (Annexe I). Celles-ci sont représentées en 
triplicats sur le damier dont le design est présenté dans l'annexe II. Une seconde hybridation 
sur damier à ADN a également été réalisée à la fin de ce travail sur la DC Human Apoptosis 
spécialement développée pour l'étude des gènes participant à la réponse apoptotique et/ou au 
contrôle du cycle cellulaire. Cette hybridation a été réalisée à partir d'extraits d' ARNtot, 
rétrotranscrits en ADNc, de cellules 143B et 143B rho0 préalablement incubées durant 6 h en 
présence de staurosporine (100 nM) (Sigma S-4400) dans le but d'identifier des gènes dont 
l'expression est modifiée en réponse à une molécule apoptogène. Ce damier à ADN comporte 
135 sondes de capture permettant l'identification et la quantification de transcrits codant pour 
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des protéines impliquées dans l'apoptose et le contrôle du cycle cellulaire (Annexe IV), 
également représentées en triplicats selon le design présenté dans l'annexe V. 

2.2.1. Les contrôles 

En plus des sondes de capture, ces deux damiers à ADN comportent plusieurs contrôles 
d'hybridation positifs et négatifs, contrôles de fixation positifs et négatifs ainsi que des sondes 
de capture pour des standards internes permettant la normalisation des données lors des 
calculs d'abondance relative. 

Les contrôles d'hybridation positifs et négatifs sont tous deux constitués de séquences 
d'ADN complémentaires à de l' ADNc provenant d'espèces éloignées de l'espèce humaine. 
Lors de l'hybridation, une sonde biotinylée correspondant au contrôle d'hybridation positif est 
ajoutée afin de s'assurer de l'efficacité de l'hybridation. Les spots correspondant aux 
contrôles d'hybridation.s négatifs doivent rester éteints et correspondent au bruit de fond 
présenté par des sondes de capture non biotinylées et« spottées » sur le damier. 

Les contrôles de fixation positifs sont des sondes de capture préalablement multi
biotinylées qui sont « spottées » en concentrations croissantes (0,5 nM à 300 nM) et 
permettent de vérifier le bon déroulement de la fixation des sondes de capture sur le damier. 
Ils doivent présenter une intensité de fluorescence croissante. Les contrôles de fixation 
négatifs permettent quant à eux de vérifier qu ' il n'y a pas eu de contamination lors de la 
fixation des sondes de capture et correspondent à des spots sur le damier qui ne contiennent 
pas de sondes de capture et doivent rester éteints. 

Les standards internes sont ajoutés avant l'étape de rétrotranscription et permettent de 
s'assurer de l'efficience de la rétrotranscription des ARNrn et donc de l'incorporation des 
nucléotides biotinylés. Ils correspondent à des ARN synthétiques de séquences connues 
générés à partir d'un clone d'ADN végétal contenant une extrémité 3' -poly(A). Ils sont 
détectés lors de l'hybridation par des sondes de capture de séquences complémentaires 
disposées à différentes concentrations dans six zones différentes du damier. 

2.2.2. Principe des damiers à ADN 

L' ARNtot est extrait des cellules. Les ARNrn présents dans ces extraits sont ensuite 
rétrotranscrits en ADNc biotinylés qui sont alors hybridés sur le damier à ADN. L'hybridation 
de ces ADNc aux sondes de capture est détectée à l'aide d'anticorps dirigés contre la biotine et 
marqués à la cyanine-3. 

2.2.3. Extraction d'ARNtot: 

L' ARNtot de deux et quatre boîtes de 75 cm2 de cellules 143B et 143B rho0 confluentes 
respectivement a été extrait pour les hybridations sur la DC Human General. Les extractions 
d' ARNtot réalisées en vue de l'hybridation sur la DC Human Apoptosis ont été réalisées à 
partir de 2 et 2 boîtes de 75 cm2 de cellules 143B et 143B rho0 respectivement. Celles-ci ont 
été incubées (test) ou non (contrôle) durant 6 h en présence de staurosporine à 100 nM. 

L'ensemble des étapes expérimentales décrites ci-dessous est réalisé dans un environnement 
« RNAse free » afin d'éviter la dégradation de l'ARN. 
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Lors de l'extraction, les boîtes sont décantées et les cellules rincées une fois avec 10 ml de 
PBS (150 mM NaCl, 10 mM KH2POJK2HPO4 ; pH 7.4) stérile à 4°C. Elles sont ensuite 
raclées dans 1 ml de solution dénaturante (RNAgents , Promega) contenant du détergent et des 
sels. Le lysat cellulaire est transféré dans un microtube (Sarstedt) et le volume porté à 1200 µl 
avec la solution dénaturante. Il est ensuite homogénéisé à la seringue (Terumo) et aliquoté en 
deux tubes de 600 µl auxquels on ajoute 60 µl de d'acétate de sodium 2M (pH 4.0) 
(RNAgents, Promega). Les tubes sont homogénéisés par 5 inversions. L'extraction est 
réalisée en ajoutant aux tubes 600 µl d'une solution de Phénol/Chloroforme/Isoamyl 
(Promega) afin de séparer les phases aqueuses contenant l' ARN de la phase organique 
contenant les protéines. Après une incubation de 15 minutes sur glace, la solution est 
centrifugée à 10.000 g pendant 20 minutes à 4°C (Biofuge 17RS, Heraeus) et la phase 
aqueuse (supérieure) contenant l' ARN est prélevée en prenant soin de ne pas toucher 
l'interface entre la phase aqueuse et la phase organique qui contient l' ADN génomique. 
L' ARN extrait est précipité par un équivolume d'isopropanol (RNAgents, Promega) , placé à -
20 °C durant une heure et est finalement récupéré après une centrifugation de 10 minutes à 
4°C à 10.000 g. Le culot d' ARN101 est rincé avec 1 ml d ' éthanol 75% à 4 °Cet laissé à sécher 
à température ambiante après une nouvelle centrifugation de 10 minutes à 10.000 g et 4 °C. 
L 'ARN101 est ensuite resuspendu dans de l'eau « RNAse free » puis dosé en lisant 
l' absorbance à 260 nm au GeneQuant (GeneQuant II, Pharmacia Biotech). La concentration 
d' ARN101 est obtenue en multipliant par 40 la valeur d'absorbance à 260 nm. La qualité de 
l'ARN101 récupéré est analysée à l'aide d'un Bioanalyseur 2100 (Agilent 2100) qui permet 
d'obtenir le profil électrophorétique qui renseigne sur son intégrité. 

2.2.4. Rétrotranscription des ARNm en ADNc: 

En fonction de la concentration en ARN101 obtenue, un volume correspondant à 40 µg 
d' ARN101 est prélevé pour la rétrotranscription en AD Ne qui servira respectivement à 
l'hybridation sur la « DC Human General » et la « DC Human Apoptosis ». On ajoute à ce 
volume 2 µ1 d'une solution contenant les 6 standards internes à différentes concentration (Mix 
Standard Interne, Eppendorf Array Technology), 2 µ1 d ' oligo(dT) (Oligo(dT) 12-t s Primer, 
Invitrogen). Le tout est porté à un volume de 9,5 µ1 avec de l'eau « RNAse free » . Les 
standards internes permettront de vérifier le bon déroulement de la rétrotranscription et 
interviendront dans le processus de normalisation. Le mélange est incubé durant 10 minutes à 
70°C afin de permettre aux amorces oligo-dT de s ' hybrider sur la queue poly-A des ARNrn, Il 
est ensuite directement refroidi sur glace durant 5 minutes. On y ajoute ensuite le mélange de 
réaction contenant 4 µ1 de tampon de rétrotranscription 5x (Invitrogen), 2 µl de DTT 
(Dithiotreitol) à 0,lM, 1 µ1 d'inhibiteur de RNAse (Ribonucléase Inhibitor, Promega) et 2 µ1 
d ' un mélange de dNTP (100 mM dATP, 100 mM dTTP, 100 mM dGTP et 16 mM dCTP 
(Roche)) et de 1 mM dCTP biotinylé (Perkin Elmer). Après une incubation de 5 minutes à 
température ambiante, on ajoute 1,5 µl de transcriptase inverse (SuperscriptRII, 200 U/µl, 
Invitrogen) et la solution est incubée pendant 90 minutes à 42°C. Après cette incubation, 1,5 
µ1 de transcriptase inverse sont à nouveau ajoutés afin d'augmenter l'efficacité de la 
rétrotranscription de l' ARNm en ADNc et la solution est de nouveau incubée pendant 90 
minutes à 42°C. La solution est ensuite incubée pendant 15 minutes à 70°C suite à quoi 1 µ1 
de RNAse H (Superscript II RnaseH, 2 U/µ1 , Gibco BRL) est ajouté. Le mélange est incubé 
pendant 20 minutes à 37°C afin de digérer les ARNr, les ARN1 ainsi que les hybrides 
ARNm/ADNc, Les ADNc sont alors dénaturés par un passage de 3 minutes à 95°C et 
conservés à -20°C jusq1.f à leur utilisation. 
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Figure 2. 1 : Scans du damier« DC Human Apoptosis » à un gain 70 après hybridatiQns des ADNc obtenu 
après rétrotranscription d'extraits d' ARN101 de cellules 143B (A et B) et 143B rbo0 stimulées (B et D) ou 
non (A et C) avec de la staurosporine à 100 nM pendant 6 heures . 
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2.2.5. Hybridation sur chips: 

Les hybridations d' AD c ont été effectuées à partir des deux kits suivants « DualChip Kit 
Human General » et « DualChip Kit Human Apoptosis » de la firme Eppendorf. 

Un mélange contenant 10 µl de tampon d'hybridation A, 40 µl de tampon d'hybridation B, 
10 µl de contrôles positifs d'hybridation, 17,5 µl d'eau « RNase free » et le produit de la 
rétrotranscription est chauffé une minute à 60°C afin d'éviter la précipitation du SDS (Sodium 
Dodecyl Sulfate) contenu dans le tampon d'hybridation B. Ce mélange est dispensé dans la 
chambre d'hybridation et la lame est placée dans un thermomixer (Thermomixer Comfort, 
Eppendorf) pour une incubation d'une nuit à 60°C à 1.400 rpm durant laquelle se déroulera 
l'hybridation. Les chambres d'hybridation sont retirées et les lames rincées 4 fois 2 minutes 
par immersion dans du tampon de rinçage (Unibuffer 2,5 % contenant 0,1 % de Tween-20). 
Elles sont retournées sur 800 µl d'un anticorps dirigé contre la biotine couplé à la cyanine-3 
(Lucron Bioproduct) dilué 1000 fois. Elles sont alors incubées pendant 45 minutes à 
l'obscurité puis rincées 5 fois 2 minutes dans du tampon de rinçage et 2 fois 2 minutes dans 
de l'eau distillée. Elles sont ensuite séchées par centrifugation pendant 5 minutes à 600 rpm 
(Centra CL3R, ThermoIEC). 

2.2.6. Analyse des données : quantification et normalisation de 
l'expression génique 

La cyanine-3 est un fluorochrome excité à une longueur d'onde de 550 nm qui réémet à 570 
nm et permet la quantification des ARNm exprimés dans la cellules puisque l'intensité de 
fluorescence correspond à l'abondance des ADNc qui se sont hybridés sur les sondes de 
capture. Les lames sont scannées au scanner confocal (ScanArray Express, Packard 
BioScience) aux gains 100, 70 et 50 correspondant à des sensibilités différentes du 
photomultiplicateur (figure 2.1). L'intensité de fluorescence de chaque spot est ensuite 
mesurée à l'aide du programme Silverquant (Silverquant Analyser, Eppendorf Array 
Technology) qui calcule la moyenne des intensités des pixels composant le spot et y soustrait 
la moyenne des intensités des pixels voisins qui constituent le bruit de fond. Cette 
quantification est réalisée sur des images scannées au format TIFF 16 bits. Une fois cette 
quantification réalisée, on soustrait de chaque valeur la moyenne des intensité des contrôles 
d'hybridation négatifs. Pour chaque damier, le ratio de l'intensité de chacun des spots du test 
sur l'intensité de chacun des spots du contrôle est calculé et divisé par la moyenne des ratios 
de 2 standards internes propres à chaque zone. Ces valeurs sont ensuite normalisées à l'aide 
de la moyenne des intensités des gènes de maintenance, c'est-à-dire les gènes définis sur la 
chips comme « house keeping gene » et dont l'expression n'est pas modifiée par les 
conditions expérimentales. On peut alors observer les gènes qui sont sous-exprimés dans le 
test qui présenteront un ratio test/contrôle inférieur à un, les gènes dont l'expression ne varie 
pas (test/contrôle = -1) et les gènes qui sont sur-exprimés dans le test (test/contrôle > 1). Ces 
calculs sont effectués à l'aide du programme Statistical Software (Eppendorf Array 
Technology) pour chaque gain afin de pouvoir quantifier la variation d'expression des gènes 
fortement et faiblement exprimés. 
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Tableau 2. 1 : Tableau reprenant la liste des anticorps primaires et secondaires et des dilutions utilisés 
pour les marquages en immunofluorescence. 
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2.3. Marquages en immunofluorescence et visualisation en microscopie 
confocale: 

Des marquages en immunofl.uorescence ont été réalisés dans le cadre de ce travail afin 
d'évaluer de manière relative l'abondance et la localisation de protéines d'intérêt impliquées 
dans le processus apoptotique dans les cellules 143B et 143B rho0

. Les protéines étudiées 
dans ce cadre sont Bcl-2, Bel-XL, Mcl-1, Bax, la procaspase-3 et XIAP. 

Les cellules sont ensemencées la veille du marquage sur des lamelles couvre-objets 
stérilisées dans une boîte 24 puits (Costar) à une densité de 50.000 cellules par puits. Les 
cellules sont fixées au PBS-paraformaldéhyde 4 % (Merck) pendant 10 minutes. Elles sont 
ensuite rincées 2 fois au PBS (150 mM NaCl, 10 mM KH2POJK2HPO4 ; pH 7.4) et 
perméabilisées pendant 5 minutes au PBS-TRITON X-100 1 % (Sigma). Elles sont alors 
rincées deux fois au PBS-BSA (Bovine Serum Albumine fraction V; pH 5,2) 1 % pour 
limiter l'adsorption non spécifique des anticorps et incubées 16h à 4 °C avec 30 µl de 
l'anticorps primaire dilué dans du PBS-BSA 1 % (tableau 2.1 ). Au terme de l'incubation, les 
cellules sont rincée 3 fois au PBS-BSA 1 % et incubées pendant une heure à l'obscurité, afin 
de préserver le fluorochrome, avec 30 µl d'anticorps secondaire couplé à l' Alexa 488 ou, pour 
c-Myc, à l'Alexa 568, dilué 1000 x dans du PBS-BSA 1 % (tableau 2.1). Les cellules sont 
rincées 2 fois au PBS-BSA 1 % et une fois au PBS. Les noyaux sont alors marqués par une 
incubation de 30 minutes avec du TOPRO-3 (Molecular Probe, T-3605) dilué 80 fois dans 
une solution de RNAse à 2 mg/ml dans du PBS. Les cellules sont rincées 3 fois au PBS et les 
lamelles couvre-objets montées sur lames (Menzel, SuperFrost) au Mowiol (0,1 g de Mowiol 
(Sigma) par ml de tampon Tris 1,5 M ; pH 8,8 contenant 22 % de glycérol) préchauffé à 60 
0 C. Les lames sont placées 16 heures à 4 °C afin de permettre la polymérisation du Mowiol et 
observées au microscope confocal à fluorescence (Leica, Allemagne). 

2.4. Western blotting : 

Afin de rechercher l'abondance de différents acteurs pro- et anti-apoptotiques dans 
différents compartiments cellulaires (cytosol, mitochondrie, noyau) et les modifications dans 
l'abondance et la localisation de ces protéines des cellules 143B et 143B rho0 préalablement 
incubées pendant 4 heures avec de la staurosporine à 500 nM, nous avons réalisé un 
fractionnement par centrifugation différentielle et extrait les protéines des fractions enrichies. 
Ces extraits ont été utilisés pour réaliser des Western blots en SDS-PAGE (Sodium Dodécyl 
Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) visant à rechercher l'abondance de Bcl-2, Bcl
XL, Mcl-1, Bax, PARP-1, le cytochrome cet la pro-caspase-3. 

2.4.1. Fractionnement cellulaire et préparation des lysats: 

Les échantillons ont été préparés à partir de 3 boîtes de 75 cm2 (Costar) confluentes de 
cellules 143B et 143B rho0 incubées ou non pendant 4 heures avec de la staurosporine à 500 
nM. Sur glace, les boîtes sont décantées et les cellules sont rincées une fois avec 10 ml de 
PBS puis avec 10 ml de tampon sucrose/imidazole ( 40 mM sucrose, 3 mM imidazole ; pH 
7,4). Les cellules sont alors raclées dans 400 µl de sucrose/imidazole contenant 16 µl de PIC 
(Protease lnhibitor Cocktail)(Roche # 1697498) et 16 µl de PIB (Phosphatase Inhibitor 
Buffer) de composition : 25 nM Na3 VO4, 250 mM p-nitrophénylpyrophosphate, 250 mM ~
glycérophosphate et 125 mM NaF. Les suspensions cellulaires provenant des 3 boîtes sont 
alors regroupées et transférées dans un homogénéisateur de Dounce. Après 30 passages, la 
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Figure 2. 2 : Schéma reprenant les différentes étapes de centrüugations différentielles permettant 
l'obtention de fractions enrichies en mitochondries, en noyaux et de la fraction appelée cytosolique dans ce 
mémoire. 
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suspension est centrifugée à 1700 rpm pendant 10 minutes à 4 °C (figure 2.2). Le culot, qui 
correspond à la fraction nucléaire (et aux cellules non homogénéisées), est resuspendu dans 1 
ml de sucrose/imidazole et le surnageant est conservé (1). Le culot resuspendu est à nouveau 
centrifugé à 1700 rpm pendant 10 minutes à 4 °C et le culot, qui contient principalement la 
fraction nucléaire, est resuspendu dans 70 µl de tampon de lyse ( 10 mM Tris-HCl ; pH 8, 10 
% ASB-14 (Sigma, A-1346)). Le surnageant (1) est centrifugé à 12500 rpm pendant 2 
minutes à 4 °C et le surnageant, qui correspond à la fraction appelée « cytosolique » lors de ce 
mémoire, est conservé à -20°C. Le culot est rincé dans 1 ml de sucrose/imidazole et 
centrifugé à 12500 rpm pendant 2 minutes à 4°C. Le culot, enrichi en mitochondries, est 
resuspendu dans 30 µ1 de tampon de lyse. Les lysats sont ensuite soniqués 30 minutes et 
dilués 5 x dans du tampon Tris-Triton (10 mM Tris-HCl ; pH 8, 2 % Triton X-100). Après 
une centrifugation de 10 minutes à 13000 rpm, les surnageants sont aliquotés et stockés à -20 
°C jusqu'à utilisation. 

2.4.2. Dosage des protéines par la méthode de Bradford: 

Pour doser les protéines par la méthode de Bradford, on ajoute 1 µl d'échantillon à 1 ml de 
solution de colorant diluée 5 fois (Biorad Protein Assay, 500-0006). Après 10 minutes, 
l'absorbance à 595 nm est lue au spectrophotomètre. Un étalon de concentration protéique 
connue constitués de 2,5 µl d'étalon BSA (2 µg/µl) permet de calculer la concentration 
protéique des échantillons. Afin d'éliminer la contribution de la solution à l'absorbance, 
l'absorbance d'un blanc pour l'étalon et pour l'échantillon est également mesurée à 595 nm 
après 10 minutes d'incubation avec la solution de coloration. Le blanc échantillon est réalisé à 
partir de 2 µl de d'une.solution 10 mM Tris; pH 8.0 + 10 % ASB-14 dilué 5 x dans une 
solution 10 mM Tris; pH 8.0 + 2 % TRITON X-100 et le blanc étalon est réalisé à partir de 
2,5 µl d'eau. La concentration en protéines est calculées selon la formule: 

Concentration protéique (µg/µl) = (Abs. éch. - Abs. blanc éch.) x Vol. éch. x Conc. étalon 
(Abs. étalon - Abs. blanc étalon) x Vol. éch. 

Avec Abs. : valeur d'absorbance; éch. : échantillon; Vol.: volume; Conc.: concentration 

2.4.3. Préparation des solutions: 

- Tampon de migration 10 fois : (pour 1 1) 63,2 g de Tris-HCl ; 10 g de SDS ; 40 g de glycine 
- Tampon du gel de séparation : (pour 200 ml) 36,5 g Tris-HCl pH 8,9 ; 0,8 g de SDS 
- Tampon du gel de concentration: (pour 100 ml) 5,1 g de Tris-HCl pH 6,8; 0,4 g de SDS 
- Mix gel de concentration : (pour 24 ml) 6 ml de tampon de concentration ; 4 ml 
Acrylamide/Bisacrylamide (30/0,8) (Biorad); 14 ml d'eau 
- Gel de séparation : voir tableau 2.2 
- Tampon de transfert: (pour 5 1) 24 g Tris ; 115 g glycine ; 11 MeOH 
-TBS (Tris Buffer Saline) 10 fois: (pour 11) 24,22 g Tris pH 7,6; 80,06 g NaCl 

2.4.4. Préparation des gels et migration : 

Afin de pouvoir analyser l'abondance de protéines de poids moléculaires variés, nous avons 
réalisé des gels d'acrylamide à 12 et 15 %. Pour ce faire une solution contenant 35 ml de « gel 
mix » , dont la composition est détaillée au tableau 2.2, 175 µl d' APS (Ammonium 
Persuflate)(Amersham, 17-1311-01, 10 %) et 10,5 µl de TEMED (Amersham, 17-1312-01) 
est coulée entre les plaques. La solution est couverte par 1 ml d'isobutanol afin que la 



Gel mix 15 % 12% 
Gel buffer 60 ml 60 ml 
Ac 1/Bis 30% 125 ml 100 ml 

65 ml 90ml 

Tableau 2. 2: Composition des« Gel mix » utilisés lors de la préparation du gel d'électophorèse SDS-PAGE 

Agent 
Protéine cible Firme Référence Espèce Incubation Température Dilution bloquant 

Bel-XL Sigma B 9429 souris 16 heures 4°c 1/1000 
Bcl-2 Sigma B3170 souris 2 heures ambiante 1/1000 
Mcl-1 Santa Cruz sc-819 lapin 2 heures ambiante 1/1000 
Bax Upstate 06-499 lapin 16 heures 4°c 1/500 

Cytochrome c Santa Cruz sc-7159 lapin 16 heures 4°c 1/2000 
Caspase-3 Pharmingen 556425 lapin 16 heures 4°c 1/5000 

PARP Pharmingen 556493 souris 16 heures 4°c 1/1000 
TBP Santa Cruz SC-204 lapin 16 heures 4°c 1/5000 

TOM20 BD 612278 souris 16 heures 4°c 1/20 000 
tubuline Sigma T5168 souris 16 heures 4°c 1/30 000 

Tableau 2. 3 : Anticorps primaires utilisés pour la détection de protéines d'intérêt par la méthode du 
Western Blot. 
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polymérisation de l' acrylamide se déroule en l'absence d'oxygène. Le gel est polymérisé 
pendant 45 minutes à température ambiante. Il est ensuite rincé abondamment à l'eau distillée. 
Le gel de concentration composé de 10 ml de mix de gel de concentration, 50 µl d' APS et 3 
µl de TEMED est alors coulé entre les plaques et le peigne introduit. Après un temps de 
polymérisation de 15 minutes, le peigne est retiré et le montage est déposé dans la cuve 
d'électrophorèse que l'on remplit de tampon de migration. Un étalon de poids moléculaire (12 
µl d'étalon See Blue, Invitrogen, LC 5925) ainsi que les échantillons sont chargés. Les 
échantillons sont chargés à raison de 50 µl d'échantillon par puits, volume contenant 10 µl de 
bleu de charge 5 fois (0,5 M Tris-HCl pH 6,8; 20 % SDS ; 20 % glycérol; 1 % bleu de 
bromophénol ; 20 % ~-mercaptoéthanol) et 30 µg de protéines pour les fractions 
mitochondriales et cytosolique ou 15 µg de protéines pour les fractions nucléaires. Avant 
d'être chargés, les échantillons ont été dénaturés par un passage de 3 minutes à 100 °C. La 
migration se fait d'abord à un ampérage de 35 mA pendant 45 minutes dans le gel de 
concentration et ensuite à 45 mA pendant 5 heures dans le gel de séparation. 

2.4.5. Transfert des échantillons sur une membrane de PVDF: 

Après la migration, les échantillons sont transférés sur une membrane de PVDF 
(PolyVinylDièneFluoride)(Amersham, RPN 303 F) préalablement réhydratée pendant une 
minute dans du méthanol 100 % et rincée 5 minutes dans du tampon de transfert. Le gel est 
placé sur la membrane et un montage en « sandwich » est réalisé à l'aide d'éponge et de 
papiers Whatman imbibés de tampon de transfert. Ce montage est placé dans une cuve pour 
les transferts semi-secs à 150 mA pendant 2 heures ou 30 mA pendant 16 heures. La 
membrane est alors bloquée, afin d'éviter l'adsorption non spécifique des anticorps, pendant 2 
heures dans du TBS-Tween 0,1 % contenant 2 % d'agent bloquant (Amersham, U.K.) ou 2 % 
de lait Gloria (Nestlé) en fonction de l'anticorps (voir tableau 2.3) 

2.4. 6. Marquage et révélation : 

L'anticorps dirigé contre la protéine d'intérêt (tableau 2.3), est dilué selon les 
recommandations dans du TBS-Tween 0,1 % contenant 2 % d'agent bloquant ou 2 % de lait 
Gloria selon l'anticorps. La membrane est incubée avec l'anticorps primaire pendant 2 heures 
à température ambiante ou 16 heures à 4 °C et est ensuite rincée 3 fois 15 minutes avec du 
TBS-Tween 0,1 %. Elle est ensuite incubée pendant 45 minutes avec l'anticorps secondaire 
couplé à la Horse Raddish Peroxydase (HRP), dirigé contre les IgG de souris (Amersham, NA 
931 V) ou de lapin (Amersham, NA 934 V) en fonction de l'anticorps primaire, dilué 150.000 
fois dans du TBS-Tween 0,1 % contenant 2 % d'agent bloquant. La membrane est ensuite 
rincée 3 fois 15 minutes dans du TBS-Tween 0,1 %. 

La présence des protéines est détectée par chémoluminescence en utilisant une solution de 
révélation contenant le substrat de la HRP et du luminol (Amersham, Advanced Western Blot 
Detection Kit). La membrane est placée pendant 5 minutes au contact de la solution de 
révélation. Elle. est ensuite révélée en chambre noire par une impression sur film sensible 
(Amersham, Hyperfilms ECL). Celui-ci est ensuite passé dans une solution de révélation 
(Ilford), dans de l'eau et dans une solution de fixation (Ilford). Il est ensuite rincé à l'eau, 
séché et scanné. 
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2.5. Mise en évidence de la sensibilité différentielle des cellules 143B et 
143B rho0 à l'apoptose induite par la staurosporine: 

Afin d' étudier la sensibilité différentielle des cellules 143B et 143B rho0 à l'apoptose 
induite par la staurosporine, différentes conditions de stimulation (concentrations en 
staurosporine et temps d'incubation avec la molécule) ont été testées et les effets de la 
staurosporine visualisés par la fragmentation de l' ADN sur gel d'agarose. Nous avons 
également doser la fragmentation de l' ADN en utilisant le kit commercial « Cell Death 
Detection ELISA » (Roche, #1 544 675). · 

2.5.1. Extraction d'ADN et visualisation sur gel d'agarose: 

Le protocole d'extraction utilisé est tiré du chapitre « Preparation of Genomic DNA from 
Mammalian Tissue » de l'ouvrage intitulé « Current Protocols In Molecular Biology » 

L ' extraction est faite à partir de boîtes confluentes de 25 cm2 de cellules 143B incubées ou 
non (contrôle) pendant 16 heures en présence de staurosporine à 100, 500 ou 1000 nM. Au 
terme des 16 heures, le milieu est récupéré et les cellules adhérentes sont trypsinisées et 
ajoutées au milieu prélevé. Les cellules sont alors récupérées par une centrifugation à 500 g 
pendant 5 minutes et resuspendues dans 1 ml de PBS et à nouveau centrifugées. Les culots 
sont resuspendus dans 300 µl de tampon de lyse (100 mM NaCl; 10 mM Tris-HCl pH 8.0 ; 
25 mM EDTA; 0,5 % SDS; 0,1 ng/ml de protéinase K; 1 mM CaClz) et placés pendant 2 
heures à 50 °C puis sous agitation à 37 °C pendant 16 heures. On ajoute alors à chaque lysat 
un équivolume de phénol avant de les centrifuger à 2000 rpm pendant 10 minutes. La phase 
supérieure contenant l' ADN génomique est récupérée et recentrifugée pendant 10 minutes à 
2000 rpm. On ajoute au surnageant un demi volume d'acétate de d'ammonium et 2 volumes 
d'éthanol 100 % et on laisse précipiter l' ADN génomique pendant 2 heures à -20 °C. L' ADN 
génomique est sédimenté par une centrifugation de 2 minutes à 2000 rpm et rincé avec de 
l'éthanol à 70 %. La solution est de nouveau centrifugée, l'éthanol est décanté et le culot est 
séché à l'air libre avant d'être resuspendu dans 40 µl de tampon TE (1 mM Tris pH 8.0; 1 
mM EDTA) et incubé 2 heures à 65 °C avant d'être stocké à 4 °C. La quantification de 
l' ADN se fait par une mesure de l' absorbance à 260 nm au GeneQuant et la concentration est 
calculée suivant la formule 

[ADN]= Absorbance à 260 nm x 50.0 x dilution 

Un volume équivalent à 10 µg d'ADN est chargé dans un gel d' agarose 1,2 % en présence 
de bromure d' éthidium (0,5 g/µl) et soumis à une électrophorèse (120 V pendant une heure). 
Le gel est alors déposé sur un transilluminateur U.V. (Vilber Lourmat) afin de visualiser 
l'ADN. 

2.5.2. Dosage de la fragmentation de l'ADN par un kit ELISA: 

Le dosage de la fragmentation del' ADN a été réalisé à partir d'extraits d'ADN génomique 
de cellules 143B et 143B rho0 incubées ou non (contrôle) avec de la staurosporine à 100 nM 
pendant 16 heures. Là fragmentation a été mesurée à l' aide du kit « Cell Death Detection 
ELISA » (Roche). Afin d'étudier plus en détails les mécanismes sous-jacents aux variations 
de sensibilité des cellules 143B et 143B rho0 à l'apoptose induite par la staurosporine, les 
cellules ont également été incubées pendant 16 heures en présence de staurosporine 100 nM et 
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Figure 2. 3 : Principe du test de détection de la fragmentation de l' ADN. Des anticorps anti-histone Hl sont 
fixés sur une plaque de 96 puits. Les nucléosomes sont fixés par ces anticorps. La liaison est ensuite détectée par 
une réaction colorimétrique par l'utilisation d'anticorps dirigés contre !'ADN couplés à une peroxydase qui va 
cliver le substrat ABTS (2,2'-azino-di-3-ethylbenzthizoline sulfonate) en un produit coloré détectable par mesure 
de l'absorbance à 405 nm au spectrophotomètre. · 
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de zV AD-fmk (5 µM)(BD Biosciences, #550377) ou de staurosporine 100 nM, d'acide 
bongkrékique (10 µM)(Calbiochem, #203671) et de cyclosporine A (100 nM)(Sigma, C-
3662). 

Le principe du dosage en colorimétrie de type ELISA est présenté à la figure 2.3 Des 
anticorps dirigés contre !'histone Hl sont fixés sur une plaque 96 puits de manière à capturer 
les nucléosomes liés aux fragments d'ADN. La liaison de ces fragments est détectée grâce à 
l'utilisation d'anticorps dirigés contre l' ADN et couplés à une peroxydase. Après plusieurs 
rinçages, le dosage de l'activité peroxydase est réalisé en présence du substrat ABTS (2,2' -
azino-di-3-ethylbenzthizoline sulfonate). Après incubation, le produit de la réaction 
colorimétrique est dosé à 405 nm au spectrophotomètre. 

Les cellules 143B et 143B rho0 sont ensemencées à raison de 50.000 cellules par puits dans 
une boîte 24 puits (Costar). Elles sont ensuite incubées pendnat 16h avec les différentes 
molécules activatrices/inhibitrices. 

Après avoir récupéré les cellules en suspension par centrifugation, une lyse est effectuée dans 
250 µl de tampon de lyse fourni avec le kit. Les lysats sont centrifugés 7 minutes à 13.000 
rpm de manière à sédimenter l' ADN non fragmenté. Les surnageants sont récoltés et 100 µl 
sont incubés pendant 90 minutes dans les puits tapissés d'anticorps anti-Histone Hl. Après 3 
rinçages avec le tampon fourni dans le kit, l'anticorps couplé à une peroxydase et dirigés 
contre l' ADN est ajouté dans les puits et incubé pendant 90 minutes. Après 3 autres rinçages, 
le substrat de la peroxydase est ajouté et la densité optique est mesurée à 405 nm à différents 
temps. La densité optique mesurée est proportionnelle au nombre de fragments d'ADN 
générés lors de l'apoptose. Afin de normaliser les valeurs obtenues, un dosage protéique selon 
la méthode de Bradford à été réalisé sur des puits « frères » ensemencés avec la même densité 
de cellules et ayant subi les mêmes traitements. Le dosage protéique a été réalisé sur des 
lysats cellulaires obtenus avec un tampon de lyse de composition: 150 mM KCl; 1 mM 
EDTA; 100 mM Tris pH 7.4; 1 % TRITON X-100 car le tampon de lyse fourni avec le kit 
interfère avec le dosage protéique. 

2.6. Dosage de l'activité caspase-3: 

La caspase-3 est une enzyme clef de la réponse apoptotique dans de nombreuses lignées 
cellulaires et l'activité de cette enzyme est un bon moyen de quantifier l'importance de la 
réponse apoptotique. L'activité de la caspase-3 a été mesurée dans les cellules 143B et 143B 

. rho0 incubées ou non en présence de staurosporine 100 ou 500 nM pendant 4 heures et de 
BAPTA-AM 20 µM (Molecular Probes, B-1205) ou d'ionomycine 1 µM (Sigma, I-0634). Le_ 
dosage de l'activité de cette enzyme a été réalisé en spectrofluorimetrie grâce à un substrat 
spécifique, le Ac-DEVD-AFC, qui une fois clivé par la caspase-3 au site DEVD libère le 
groupement AFC (7 amino-4-trifluorométhyl coumarine) fluorescent. 

Les cellules 143B et 143B rho0 sont repiquées à confluence dans des boîtes 6 puits (Costar). 
Elles sont incubées ou non pendant 16 heures avec de la staurosporine à 100 ou 500 nM et de 
l'ionomycine à 1 µM ou du BAPT A-AM à 20 µM. Le milieu de culture est collecté et les 
cellules rincées avec 1 ml de PBS. Le PBS et le milieu sont centrifugés à 1.000 rpm pendant 
10 minutes afin de récupérer les cellules en suspension. Le culot est rincé avec 5 ml de PBS et 
recentrifugé 10 minutes à 1.000 rpm et resuspendu dans 100 µ1 de PBS. Les cellules adhérant 
aux puits sont raclées dans 200 µl de PBS et transférées dans un microtube auquel on ajoute · 
les cellules provenant de la centrifugation du PBS et du milieu. Après une centrifugation de 
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10 minutes à 1.000 rpm, le culot de cellules est resuspendu dans 100 µl de tampon de lyse (10 
mM Hepes/KOH pH 7,0; 10% sucrase; 2 mM EDTA; 0,1 % CHAPS; 5 mM DTT; 10 
µg/ml d'aprotinine). Après 30 minutes d'incubation, le lysat est centrifugé à 1.000 g pendant 
10 minutes à 4 °C et le surnageant est recentrifugé à 10.000 g pendant 10 minutes à 4 °C. Le 
surnageant est aliquoté et stocké à -80 °C jusqu'à utilisation. Les protéines sont dosées selon 
la méthode de Bradford afin de normaliser les résultats de fluorescence. 

Dans un microtube, on ajoute 50 µl de tampon de réaction (40 mM PIPES pH 7,2; 200 mM 
NaCl; 2 mM EDTA; 0,2 % CHAPS; 0,10 % sucrase; 10 mM DTT), un volume 
d'échantillon correspondant à 5-20 µg de protéines et 1 µl de substrat Ac-DEVD-AFC 
(concentration finale : 13,7 µM) . Les échantillons sont incubés 60 minutes à 37 °C et la 
fluorescence est mesurée au spectrofluorimètre (Ex : 400 nm, Em : 505 nm). Le calcul de la 
valeur de fluorescence s'effectue selon la formule : 

Valeur de fluorescence= (Test- Blanc enzyme) - (Blanc substrat- Blanc Blanc) 

Avec le blanc enzyme : tampon de réaction + 1 µl de DMSO + échantillon, le blanc substrat : 
tampon de réaction + 1 µl de substrat + tampon de lyse et blanc blanc : tampon de réaction + 
tampon de lyse. 
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3. Résultats et discussions 

Au vu de la controverse dans la littérature quant à la sensibilité à l'apoptose induite par 
différents stimuli des cellules présentant un dysfonctionnement mitochondrial, nous avons 
tenté, dans ce travail, d'étudier et de caractériser la réponse de cellules 143B (dérivées d'un 
ostéosarcome humain) et de cellules dérivées déplétées en ADNm1 (143B rho0

) à l'apoptose 
induite par la staurosporine, une molécule bien décrite pour ses effets apoptogènes (Duan et 
al., 2003; Feng et al., 2002; Gilet al., 2003; Salvioli et al., 2000; Thuret et al., 2003; Zhang et 
al., 2004a). 

Pour ce faire, nous avons suivi trois approches complémentaires. Premièrement, par une 
approche transcriptomique, nous avons recherché le niveau d'expression de nombreux 
effecteurs et/ou régulateurs de l'apoptose en réalisant des hybridations d' ADNc, préparés à 
partir de cellules 143B et 143B rho0, sur microdarnier à ADN. Nous avons d'abord utilisé un 
damier généraliste : le « Dual Chips (DC) Human General » afin de caractériser l'expression 
différentielle de gènes dans les cellules rho0

. Nous ne nous sommes intéressés qu'aux gènes 
décrits pour leur participation à la réponse apoptoti~ue. La réponse apoptotique induite par la 
staurosporine dans les cellules 143B et 143B rho a été mise en évidence par le dosage 
d'activité de la caspase-3 et par le dosage de la fragmentation de l' ADN dans les deux lignées 
cellulaires. 

A la fin du travail, dans le but de rechercher les modifications d'expression de gènes 
induites par un traitement à la staurosporine dans les deux lignées cellulaires, nous avons 
utilisé le « DC Human Apoptosis « (Eppendorf), un damier spécialement élaboré pour 
l' analyse d'expression de gènes dont les produits sont impliqués dans l'apoptose. Cependant, 
l'abondance d'un transcrit ne se reflétant pas toujours au niveau de l'expression de la 
protéine, nous avons réalisé des marquages en immunofluorescence suivies d'observations en 
microscopie confocale et des analyses en Western blot pour quelques protéines d'intérêt. Les 
analyses en Western blot réalisées sur des fractions enrichies (mais non pures) en différents 
organites permettent également d'estimer l'abondance des effecteurs et des régulateurs de 
l'apoptose dans différentes structures subcellulaires, et de tenir compte ainsi des 
translocations et des redistributions éventuelles des protéines pro- ou anti-apoptotiques, une 
caractéristique importante dans la réponse apoptotique. 

3.1. Modifications de l'expression génique induites par la déplétion de 
l'ADNmt: analyse de l'expression degènes impliqués dans l'apoptose au 
niveau transcriptomique . 

Afin de mettre en évidence des modifications de l'expression génique dans des cellules 
présentant un dysfonctionnement mitochondrial induit par la déplétion de l' ADNm1, nous 
avons effectué une extraction d' ARN total à partir de cellules 143B et 143B rho 0. Après une 
RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction), les ADNc biotinylés générés 
ont été hybridés sur le damier « DualChips Human General ». Ce damier à ADN contient 202 
sondes de capture permettant l'analyse de gènes impliqués dans diverses fonctions cellulaires 
telles que la prolifération cellulaire le métabolisme, l'apoptose... (la liste des gènes et le 
«design» du damier sont présentés dans les Annexes I et Il). Les résultats reprenant le niveau 
d'expression des gènes analysables par le damier sont repris en annexe ID. Parmi ces 202 
gènes, 13 gènes ont été définis comme « gènes de maintenance » ou HKG (Bouse Keeping 
Genes) potentiels parmi lesquels 5 ont été sélectionnés pour les calculs de normalisation en 
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Figure 3.1 : Résultats de l'ex pression de gènes codant pour des protéines pro- et anti-apoptotiques 
dans les cellules 143B et 143B rho0 ob tenus après hybridation d'ADNc sur le damier « DC Human 
General ». Les gènes repris dans la colonne de gauche sont des gènes intervenant dans la régulation du 
processus apoptotique. Les valeurs des colonnes de droite représentent le niveau d'abondance relative des 
transcrits dans les cellules 143B rho0 par rapport aux cellules 143B. Les valeurs sur :fond gris représentent 
une variation quantitative et significative de l'expression génique. Le symbole « - » représente une variation 
qualitative et significative del' expression et le les lettres « ND » les transcrits non-détectés. 
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raison de leur absence de variation d'expression dans nos conditions expérimentales (gènes 
codant l'a-tubuline, la HBP (Highly Basic Protein de 23 kDa), la ~-actine, la GAPDH 
(glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase) et la protéine ribosomale S9). 

L'analyse des résultats d'hybridation indique que parmi les 202 gènes analysables par le 
damier, une centaine de gènes sont sous-exprimés dans les cellules et qu'une dizaine sont sur
exprimés (Annexe IID. Parmi ces modifications, on retrouve des rapports d'expression dits 
« quantitatifs» et « qualitatifs». La notion de variation d'expression qualitative utilisée dans 
le cadre d' analyse de résultats d'hybridations sur microdamiers illustre le fait que le ratio 
entre les intensités d'un spot résultant de l'hybridation d'un transcrit dans la condition« test » 
et du spot correspondant dans la condition « contrôle » ne peut pas être quantifié en raison du 
fait que l'intensité de fluorescence de l'un de ces deux spots est soit « saturée » (à tous les 
gains de sensibilité), ou non discriminée par rapport au bruit de fond. La seule information qui 
pourra être tirée d'une donnée qualitative sera donc une sous-expression ou une sur
expression du gène sans pouvoir attribuer de valeur quantitative. 

Dans le cadre de ce travail, seule l'expression de gènes ayant une implication dans 
l'apoptose a été analysée (Figure 3.1). Parmi ceux-ci, on retrouve les gènes codant pour la 
protéine PARP-l(ADRPT), Bad, Ba.x, Bcl-2, Bel-XL, Bid, les Caspases-2,-3,-7, -8, et-9, c-Myc, 
MAX, Mdm2, les JNKs 1,2,et 3 (c-Jun-terminal kinases), Mek-1, Mek-2, p53, SMAD4, la 
GPX et la Mn-SOD (SOD-2 ou superoxyde dismutase mitochondriale). 

Nous rappelons que les valeurs présentées à la figure 3.1 sont données à titre indicatif car 
les hybridations ont été effectuées à partir de deux produits de RT-PCR obtenus à partir d'un 
échantillon biologique unique. Les résultats qui suivent doivent donc être interprétés avec 
prudence. Pour les rendre plus fiables, des hybridations réalisées à partir d'au moins trois 
cultures indépendantes devraient être réalisées. De plus, la vérification des changements 
d'expression au niveau transcriptomique nécessite souvent une confirmation par une autre 
technique comme la real-time PCR. 

Les transcrits des gènes codant pour la JNK-3 et la caspase-2 sont non détectés, suggérant 
que ces gènes ne sont pas (ou très peu) exprimés dans ces cellules. Les gènes codant pour la 
MnSOD et Mdm2 (une protéine dotée d'une activité E3 ubiquitine ligase qui cible p53 vers le 
protéasome et est donc impliquée dans la stabilité de cette protéine) ne sont pas 
différentiellement exprimés dans les cellules rho0

. Par contre, plusieurs gènes codant pour des 
protéines pro-apoptotiques (Bad, Bax, Bid, Caspase-3, -7 et -9, c-Myc, MAX et p53) ou anti
apoptotiques (Bel-XL) sont sous-exprimés. Le transcrit du gène Bcl-2 n'est détecté qu ' une 
fois sur les deux hybridations et annoté comme sous-exprimé de manière qualitative (-). 
Finalement, le gène le plus sous-exprimé dans les cellules 143B rho0 (3,5 fois) code pour 
Smad4, un facteur de transcription activé en réponse à une stimulation par le TGF-~ (Brodin 
et al. , 1999) qui s'est révélé être pro-apoptotique dans des cellules qui expriment le récepteur 
alpha à l'œstrogène (ERa) (Li et al., 2005). 

Ces résultats obtenus au niveau transcriptomique, bien qu'à confirmer, ne sont pas en 
accord avec ceux décrits par Biswas et collaborateurs qui montrent que des cellules C2C12 
(rhabdomyoblastes) partiellement déplétées en ADNm1 sont plus résistantes à l'apoptose 
induite par la staurosporine et expliquent la résistance par une sur-expression des protéines 
pro-apoptotiques Bax, Bad et Bid qui seraient localisées et séquestrées dans la membrane 
mitochondriale interne (Biswas et al., 2005). Cependant, Liang et Ullyatt ont montré que, 
dans des cellules de lymphome (U937) déplétées en ADNm1, l'expression de Bax et de Bcl-2 
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ne varie pas (Liang et al., 1998). Ces données contradictoires mettent en évidence la grande 
hétérogénéité des modifications d'expression de gènes susceptibles d'être induites par une 
déplétion en ADNm1 observée dans des lignées cellulaires différentes. 

Parmi les gènes différentiellement exprimés dans les cellules 143B rho0
, on peut constater 

que le gène ADPRT, codant pour la protéine PARP-1, est sous-exprimé (environ 2 fois). Cette 
protéine est tantôt décrite comme étant pro- ou anti-apoptotique (Beneke et al., 2000; Szabo, 
1998 ). Cette protéine nucléaire est, entre autres, impliquée dans la réparation des cassures 
simple brin présentes dans l' ADN et son activité est augmentée dans les cellules soumises à 
des radiations "( ou à des stress oxydants. Lorsqu'elle est activée en réponse aux dommages à 
l' ADN, PARP-1 entraîne la poly(ADP-ribose)ylation de nombreuses protéines comme les 
histones, les topoisomérases I et II, l' ADNpol II, l' ADN ligase 2 et PARP-1 qui est alors 
inhibée (Szabo, 1998). La poly(ADP-ribose)ylation inhibe l'interaction de ces protéines avec 
l' ADN (probablement par un effet « répulsion de charges » et permet l'accessibilité des 
enzymes de réparation del' ADN aux sites de cassure (Szabo, 1998). 

Le gène codant la JNK-2 (c-Jun N-terminal Kinase-2) est également sous-exprimé dans les 
cellules rho0

. Cette protéine est connue dans la littérature comme ayant une action pro
apoptotique lors de l'apoptose médiée par les radiations y ou l'activation de récepteurs 
contenant un domaine de mort ( « Death Domain) de la superfamille du récepteur au 
TNFalpha (Aggarwal, 2000). Les radiations- y, en plus de causer des dommages à l' ADN, 
peuvent activer la voie des Ser/fhr kinases de stress telles que les p38 MAPK et JNKs à leur 
tour sont capables de favoriser l'apoptose en interagissant avec divers acteurs tels que les 
caspases, Bcl-2, Bax et p53. La phosphorylation des effecteurs et régulateurs de l'apopoptose 
par ces kinases modifient leur stabilité et donc leur abondance, favorisent des interactions 
« portéine-protéine » qui assurent des changements dans leur fonction et/ou leur localisation 
(Kumar et al., 2004). Leur effet pro-apoptotique a également été démontré par leur action de 
clivage de Bid en jBid entraînant une translocation de ce facteur dans la MME et la libération 
de Smac/Diablo par la mitochondrie (Papa et al., 2004). De plus, une fois activée, la JNK peut 
phosphoryler et activer c-Jun, un régulateur transcriptionnel qui sous la forme d'un homo- ou 
hétérodimère avec les protéines de la famille Fos forme le complexe AP-1 qui contrôle 
l'expression de Fas/CD95 (Kuwabara et al., 2003). Le(s) mécanisme(s) par le(s)quel(s) les 
radiations entraînent l'activation de la voie des p38 MAPK/JNK est/sont encore mal(s) 
connu(s). 

Le facteur de transcription p53 est également sous-exprimé dans les cellules 143B rho0
. La 

protéine p53 joue un rôle important dans la suppression de tumeurs et constitue un point de 
contrôle de l'équilibre entre l'arrêt du cycle cellulaire et l'entrée de la cellule en apoptose lors, 
par exemple, de l'accumulation de dommages à l' ADN. Ces deux réponses cellulaires 
dépendent également d'autres facteurs de transcription comme la protéine c-Myc, dont le 
gène est également sous-exprimé dans les cellules déplétées en ADNmt (Haupt et al., 2003). 
Le facteur de transcription c-Myc qui forme un hétérodimère avec son partenaire protéique 
Max (également sous-exprimé dans les cellules 143B rho0

) a été décrit dans de nombreuses 
études pour son rôle dans la croissance, la prolifération et la différentiation cellulaire. 
Cependant, c-Myc est un facteur qui, lorsqu'il est surexprimé, augmente la sensibilité des 
cellules à l'apoptose induite par une privation de sérum ou des dommages à l' ADN par des 
mécanismes encore peu connus (Iaccarino et al., 2003) (Juin et al., 2002) (Klefstrom et al., 
2002). 

La mécanistique du contrôle du cycle cellulaire par p53 et c-Myc est essentiellement, mais 
non exclusivement, médiée par le contrôle de l'expression de p21/Wafl, un inhibiteur des 
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CDK (cyclin-dependent kinases). Le rôle de p53 dans l'apoptose est, lorsqu'il est activé sous 
une forme trétramérique en réponse aux dommages à l'ADN et à l'accumulation de ROS, 
médié par l'activation des voies intrinsèque et extrinsèque. Ce facteur contrôle, en effet, 
l'expression de gènes codant pour des protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 comme 
Bax, Puma et Noxa (Haupt et al. , 2003 ; Kuwabara et al., 2003). De plus, l'action de p53 peut 
ne pas être médiée par sa fonction régulatrice sur la transcription. En effet, il a été décrit que 
p53 pouvait avoir une localisation mitochondriale et interagir physiquement avec Bcl-2 et 
Bel-XL par son domaine de liaison à l' ADN. Son rôle dans le contrôle de l'apoptose pourrait 
donc également passer par une séquestration des protéines anti-apoptotiques qui régulent la 
libération du cytochrome c par la mitochondrie (Haupt et al., 2003). 

Bien qu' aucune conclusion quant à la sensibilité des cellules 143B et 143B rho0 à 
l'apoptose ne puisse être tirée directement de cette analyse d'expression de gènes, il est 
intéressant de noter que des gènes, codant pour les facteurs de transcription tels que p53 , 
SMAD4 et c-Myc, ou des protéines impliquées dans les voies d'activation de ces facteurs tels 
que les JNKs, connus pour leurs effets pro-apoptotiques, sont tous sous-exprimés dans les 
cellules rho0

. Contrairement aux membres de la famille Bcl-2 et aux caspases qui participent 
plus « tardivement » au processus apoptotique, ces facteurs régulent, en amont, l'expression 
des protéines anti-apoptotiques et pro-apoptotiques et pourraient donc jouer un rôle important 
dans la sensibilité des cellules déplétées en ADNm1 à l'apoptose induite. 

Ces sous-expressions multiples ne semblent pas artéfactuelles car elles n'affectent pas 
l'ensemble des gènes analysables par le damier. En effet, les gènes codant pour l'interleukine-
1~, pour la molécule d' adhérence ICAM-1 (intercellular-adhesion molecule-1) et la 
métaloprotéinase-14 (MMP-14) sont fortement surexprimés dans les cellules 143B rho0 (voir 
Annexe III). 

Il faut cependant garder à l'esprit qu'il s'agit ici d'une analyse unique basée sur 
l'abondance relative de transcrits de gènes et que l'expression d'un gène (codant) sous forme 
d'une protéine fonctionnelle est soumise à de nombreuses régulations (post
transcriptionnelles, traductionnelles et post-traductionnelles) qui peuvent influencer 
l'abondance, la localisation et/ou la fonction de la protéine d'intérêt. Des vérifications de 
l'expression au niveau protéique doivent donc être effectuées pour ces candidats. C'est ce que 
nous avons réalisé pour c-Myc et certains membres de la famille Bcl-2 dans la suite de ce 
travail. 

3.1.1. Le facteur de transcription c-Myc: 
l 'hypersensibilisation à l'apoptose 

un candidat à 

De nombreuses régulations post-traductionnelles peuvent expliquer une différence entre 
l'abondance d'un ARNm et de la pr9téine. Afin d ' illustrer ceci, nous pouvons prendre 
l'exemple du facteur de transcription c-Myc. En effet, la dérégulation de l'expression de 
l'oncogène c-Myc conduit, assez paradoxalement, à la stimulation de la prolifération 
cellulaire (observée dans de nombreux types de cellules cancéreuses humaines) ou 
hypersensibilise les cellules à l'apoptose en réponse à plusieurs stimuli comme l'irradiation, 
l'hypoxie, l'IFN-y et l'activation des récepteurs à domaines de mort (TNFR, Fas, TRAIL 
R)(Haupt et al., 2003; Klefstrom et al., 2002; Qi et al. , 2004). Klefstrom et al., ont récemment 
montré que les effets ·de sensibilisation étaient médiés par une inhibition de l'activation du 
facteur NF-kB, par une surexpression de Bax et la répression de l'expression des facteurs anti
apoptotiques Bcl-2 et Bel-XL (Klefstrom et al., 2002). Il semble également que la présence de 
facteurs de croissance comme l'IGF-1 (Insulin-like growth factor-1) ou la présence de sérum 
s'opposent aux effets pro-apoptotiques induits par la surexpression de c-Myc. 
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Figure 3.2 : Marquage en immunofluorescence et observation en microscopie confocale du facteur de 
transcription c-Myc. Des cellules 143B et 143B mo0 ensemencées sur couvre-objets à raison de 50000 
cellules par puits dans une boîte 24 puits ont été fixées à la PF A 4% et perméabilisées au TRITON X-100 
avant d'être marquées par un anticorps primaire de souris anti-c-Myc révélé par un anticorps de chèvre dirigé 
contre les IgG de souris couplés à l' Alexa-568. Un contre marquage au TOPR0-3 a été réalisé afin de 
visualiser les noyaux. 
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Les résultats de l'hybridation d' ADNc sur la « DC Human General » obtenus à partir 
d'ARN total de cellules 143B et 143B rho0 montrent une sous-expression de l'ordre de deux 
fois de l'abondance du transcrit pour c-Myc dans les cellules 143B rho0

• Pour tenter de 
confirmer cette différence au niveau protéique, nous avons réalisé un marquage en 
immunofluorescence pour c-Myc sur les deux lignées cellulaires suivi d'observations en 
microscopie confocale. Sur les micrographies présentées à la figure 3.2 on peut voir que la 
protéine c-Myc semble surexprimée dans le noyau des cellules 143B rho0 et ce, contrairement 
à ce qui a été observé pour l'abondance du transcrit. Cette différence pourrait peut être 
s'expliquer par une traduction plus efficace del' ARNm ou par une stabilisation de la protéine 
c-Myc augmentant son temps de demi-vie. En effet, il est décrit que pour la protéine c-Myc, 
en plus du système de traduction classique qui consiste en la reconnaissance de la coiffe 5' de 
l' ARNm par le complexe de traduction eIF4F suivie par la liaison de la sous-unité ribosomale 
40S qui scannera ensuite l' ARNm jusqu'au codon d'initiation de l'ORF (CAP-scanning) 
(Kobayashi et al., 2003), on peut observer un mécanisme de traduction alternatif grâce à la 
présence d'un IRES (Interna! Ribosome Entry Site) dans la région 5' -UTR (UnTranslated 
Region) (Nanbru et al. , 1997). Cet IRES permet une traduction indépendante du CAP
scanning classique (Nanbru et al., 1997). La traduction au départ de cet IRES, souvent 
observé pour rendre compte de la surexpression de gènes au niveau protéique dans des 
cellules présentant une déficience énergétique, peut être activée par la voie de la PI3-K
Akt/PKB (Kobayashi et al., 2003) activée par une augmentation de la concentration 
cytosolique en calcium libre (Danciu et al., 2003). Rappelons que la concentration en calcium 
dans le cytosol est plus élevée dans les cellules déplétées en ADNmt (Amuthan et al., 2002; 
Arnould et al., 2002; Biswas et al., 1999) et soulignons que la voie PI3-K-Akt semble être 
activée dans les cellules 143B rho0 comme le montre l'augmentation de la phosphorylation de 
la protéine Akt sur la Ser473 dans ces cellules (Ludovic Mercy, thèse en cours). 

L'abondance plus élevée de la protéine c-Myc dans les cellules 143B rho0 .pourrait 
également s'expliquer par une stabilisation plus importante de la protéine, un mécanisme qui 
dépend de la voie de la PI3-K. En effet, la stabilité du facteur de transcription c-Myc est 
régulée par un événement de phosphorylation sur la Ser 62 par les MAPK (Mitogen-Activated 
Protein Kinases) Erkl/2. Cette phosphorylation est nécessaire à la phosphorylation 
subséquente de la Thr 58 par la glycogen synthase kinase 3~ (GSK-3~), une Ser/Thr kinase 
constitutivement active de la voie PI3-k/Akt/GSK3~ qui est inhibée par Akt activée (qui 
phosphoryle la Ser 9 de l'enzyme). La protéine c-Myc sera ensuite dégradée par le 
protéasome 26 S après la déphosphorylation de la Ser 62 par la PP2A (Protein Phosphatase 
2A). La phosphorylation de c-Myc sur la Thr 58 médiée par la GSK-3~ pourrait donc être 
inhibée suite à l'activation de la PI3-K, conférant une plus grande stabilité à la protéine 
(Dominguez-Sola et al. , 2004). 

L ' accumulation du facteur de transcription c~Myc dans le noyau des cellules 143B rho0 

pourrait donc être expliquée par l'un ou l'autre (ou les deux) de ces mécanismes. 

Après avoir analysé les modifications d'expression de gènes codant pour des protéines pro
et anti-apoptotiques dans les cellules 143B rho0 et plutôt que de tenter de confirmer 
l'expression de tous les candidats au niveau protéique, nous avons choisi d' étudier la 
sensibilité des cellules déplétées en ADNmt à l'apoptose induite par la staurosporine. 
Rappelons que cette molécule est un inhibiteur à large spectre de nombreuses kinases parmi 
lesquelles les PKCs qui induit l'apoptose par plusieurs mécanismes dont l'inhibition des 
PKCs, l'augmentation de la production de ROS et une élévation de la concentration en 
calcium cytosolique libre dans la cellule (voir introduction point 1.8). Rappelons également 
que l'intérêt potentiel de ce travail est sous-tendu par l'existence de données contradictoires 
dans la littérature sur la sensibilité ou la résistance à l'apoptose de cellules déficientes pour 
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Figure 3.3 : Micrographie prisent au microscope à contraste de phase illustrant les modifications dans la 
morphologie des cellules 143B et 143B rho0 induite par l'apoptose. Les cellules ont été incubées ou non (CTL) avec 
de la staurosporine à 100 ou 500 nM durant 16h. 
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l'activité mitochondriale (voir introduction point 1.7). De plus, les mécanismes responsables 
de la résistance ou de l'hypersensibilité des cellules déplétées en ADNmt sont encore peu 
connus. 

Nous avons donc mis au point un modèle cellulaire d'induction de l'apoptose par la 
staurosporine et tenté, dans la suite de ce travail, de comparer la réponse apoptotique induite 
par cette molécule dans des cellules 143B et 143B rho0

. 

3.2. Effets de la staurosporine sdr la morphologie des cellules 143B et 
143B rhoO 

Parmi les indications de l'entrée d'une cellule en apoptose, on peut noter des changements 
morphologiques qui surviennent suite à l'inhibition des transporteurs ioniques (Na+,-K+, et cr 
) et au démantèlement des protéines du cytosquelette (Allen et al., 1997). Ces modifications 
entraînent une rétraction de la cellule provoquée par la sortie massive de fluide. La cellule se 
détache progressivement de la surface, s'arrondit et n'adhère plus aux cellules voisines. Ces 
changements sont visibles, même à faible grossissement, en microscopie à contraste de phase. 
Nous avons donc tout d'abord étudié les effets de la staurosporine sur la morphologie des 
deux lignées cellulaires. Pour la mise au point du modèle d'apoptose par la staurosporine, 
nous avons cultivé des cellules 143B et 143B rho0 en présence de différentes concentrations 
en staurosporine et ce pendant plusieurs temps d'incubation. Elles ont ensuite été observées 
au microscope à contraste de phase (Figure 3.3). 

Sur ces micrographies de cellules 143B et 143B rho0 incubées pendant 16 h avec de la 
staurosporine à 100 ou 500 nM, on observe une quantité plus ou moins égale de cellules. 
Cependant, nous pouvons remarquer qu'à la concentration de 100 nM, les cellules 143B ont 
tendance à se rétracter et certaines cellules commencent à se détacher de leur support (cellules 
plus réfringentes). Ce phénomène est beaucoup moins marqué pour les cellules 143B rho0

, 

bien qu'une rétraction moins sévère des cellules soit également visible. A la concentration de 
500 nM, la majorité des cellules 143B sont détachées de leur support ou complètement 
rétractées, et les cellules 143B rho0 sont moins sévèrement touchées. Il semble donc que les 
cellules 143B rho0 soient plus résistantes, pour les deux concentrations testées. L'analyse 
morphologique des cellules ne peut cependant pas nous permettre de connaître précisément le 
type de mortalité (nécrose ou apoptose) induite par la staurosporine. 

Afin d'étudier plus en détails la réponse apoptotique des cellules 143B et 143B rho0
, nous 

avons réalisé des tests plus informatifs et quantitatifs comme des dosages de la fragmentation 
del' ADN, une caractéristique tardive de la réponse apoptotique et des dosages de l'activité de 
la caspase-3, une caspase effectrice souvent décrite comme responsable de la fragmentation 
(Allen et al. , 1997). 

3.3. Mise en évidence de l'induction de l'apoptose par la staurosporine 
dans des cellules 143B et 143B rhoO: la fragmentation de l'ADN 

Lors de l'apoptose, on peut observer une condensation de la chromatine et fragmentation de 
l' ADN nucléaire. Des fragments d'ADN de 300 kpb et/ou 50 kpb peuvent être détectés, ils 
sont probablement le résultat de la dégradation de l' ADN par AIF et l'endonucléase G qui 
sont relarguées de l'espace intermembranaire mitochondrial en même temps que le 
cytochrome c (Allen et al., 1997). Par contre, la fragmentation caractéristique donnant un 
profil en « DNA ladder » (obtenue après migration de l' ADN sur un gel d'agarose en 
présence de bromure d'éthidium) conduit à la formation de fragments plus petits, de 180 pb 
ou des multiples de 180 pb. Ceux-ci résultent d'un clivage endonucléique internucléosomal et 
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Figure 3.4 : Fragmentation de I' ADN sur gel d'agar:ose des cellules 143B. Des cellules 143B ont été 
incubées ou non (Ctl) durant 16 h avec de la staurosporine à 100 nM, 500 nM ou 1 µM. L'ADN a été extraits 
et soumis à une migration électrophorétique sur un gel d'agarose 1,2 % en présence de bromure d'éthidium. 
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Figure 3.5 : Effet de la staurosporine sur la fragmentation de I' ADN génomique dans des cellules 143B 
(en blanc) et 143B rho0 (en gris). Des cellules 143B t 143B rho0 ont été incubées ou non (CTL) en présence 
de staurosporine (STS) à 100 nM pendant 16 h. Le dosage de la fragmentation a été réalisé grâce au kit« Cell 
Death Detection ELISA » et est présenté ici comme les valeurs d'absorbance normalisées par les quantités de 
protéines engagées dans le dosage. Les résultats présentés correspondent à la moyenne± 1 S.D. pour n = 3. 
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non systématique par la protéine DFF40/CAD qui est activée, lors de l'apoptose, par la 
dégradation de son inhibiteur DFF45/ICAD par les caspases comme la caspase-3 (Wolf et al., 
1999). 

3.3.1. Mise en évidence de la fragmentation de l'ADN sur gel d'agarose 

Dans ce travail, nous avons voulu mettre en évidence l'induction de l'apoptose par la 
staurosporine en visualisant sur gel d'agarose le profil en« DNA Ladder » typique. Dans un 
premier temps, nous avons mis au point un protocole d'extraction de l' ADN et avons testé 
trois concentrations en staurosporine (100, 500 et 1000 nM) afin de stimuler l'apoptose sur 
des cellules 143B. Les extractions d'ADN ont été réalisées après 16 h d'incubation car la 
dégradation de l' ADN est un phénomène tardif de la réponse apoptotique. 

Au vu des résultats présentés à la figure 3.4, la fragmentation del' ADN, et donc l'induction 
de l'apoptose, semble augmenter avec la concentration en staurosporine. En effet, on peut voir 
que pour les cellules non traitées, l' ADN non fragmenté ne pénètre pas dans le gel. Par contre, 
après incubation en présence de staurosporine, on observe une dégradation de l' ADN qui .est 
fonction de la concentration utilisée. Ce résultat suggère qu'une proportion des cellules 143B 
meurt bien par apoptose en réponse à la staurosporine. 

Cependant, bien que cette technique, qui présente l'avantage d'être peu coûteuse, puisse 
être utilisée, nous avons été confronté à plusieurs problèmes. Tout d'abord, les extraits 
d'ADN des cellules contrôles et l' ADN non fragmenté des conditions tests ne pénètrent pas 
dans le gel d'agarose même dans un gel 1 %. De plus, la quantification des extraits en 
spectrophotométrie s'est avérée peu reproductible rendant impossible toute quantification des 
effets de la staurosporine sur la fragmentation de l' ADN des cellules 143B et 143B rho0

. 

Notre but étant de comparer la sensibilité des cellules 143B et 143B rho0 à la staurosporine, il 
était impératif d'utiliser un test reproductible et quantitatif pour comparer la fragmentation de 
l' ADN dans ces conditions. Nous avons décidé de doser la fragmentation de l' ADN en 
utilisant un kit commercial basé sur le principe de l'ELISA. 

3.3.2. Etude des effets de la staurosporine sur la fragmentation de 
l 'ADN dans les cellules 143B et 143B rhoO: dosage de la 
fragmentation de l'ADN par ELISA 

La détection de la fragmentation de l' ADN par ELISA se base sur l'utilisation d'un 
anticorps dirigé contre l'histone-Hl qui participe à la formation des nucléosomes. Cet 
anticorps fixé dans le fond d' un puit d'une plaque 96 puits va se lier aux nucléosomes 
présents dans les fragments d'ADN qui résultent du clivage internucléosomal del' ADN. Ces 
fragments seront ensuite détectés grâce à l'utilisation d'un anticorps dirigé contre l' ADN 
double brin et une réaction colorimétrique. La discrimination entre le processus nécrotique et 
apoptotique, qui aboutissent tous deux à la dégradation de l' ADN, est possible lors de ce 
dosage puisque, lors de la nécrose, la dégradation de l' ADN se fait de façon aléatoire et les 
nucléosome sont dégradés (Allen et al. 1997). 

Le premier dosage a été réalisé sur des extraits préparés à partir de cellules 143B et 143B 
rho0 préalablement incubées pendant 16 h en présence de staurosporine à 100 nM. Les 
résultats présentés à la figure 3.5 montrent premièrement qu'en absence d'incubation avec la 
staurosporine, .la fragmentation basale de l' ADN dans les cellules 143B rho0 est plus élevée 
que dans les cellules parentales. 
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Figure 3.6 : Effet du zVAD-fmk sur la fragmentation de l' ADN induite par la staurosporine dans les 
cellules 143B (en blanc) et 143B rho0 (en gris). Des cellules 143B et 143B rho0 ont été incubées ou non 
(CTL) pendant 16 h avec de la staurosporine à 100 nM en présence (STS + zV AD-frnk) ou non (STS) de 
zV AD-frnk à 5 µM. Le dosage de la fragmentation a été réalisé grâce au kit « Cell Death Detection ELISA » 
et est présenté ici comme valeurs d'absorbance normalisées par les quantités de protéines engagées dans le 
dosage. Les résultats présentés correspondent à la moyenne± 1 S.D. pour n = 3. 
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Figure 3. 7 : Effet de la cyclosporine A et l'acide bongkrékike sur la fragmentation de l' ADN induite 
par la staurosporine dans les cellules 143B (en blanc) et 143B rho0 (en gris). Des cellules 143B et 143B 
rho0 ont été incubées ou non (CTL) durant 16 h avec de la staurosporine à 100 nM en présence (STS + Cs A 
+ AB) ou non (STS) de cyclosporine A à 100 nM et d' acide bonglaékique à 10 µM. Le dosage de la 
fragmentation a été réalisé grâce au kit « Cell Death Detection ELISA » et est présenté ici comme valeurs 
d ' absorbance normalisées par les quantités de protéines engagées dans le dosage. Les résultats présentés 
correspondent à la moyenne ± 1 S.D. pour n = 3. 
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Par contre, après une stimulation de 16 h avec la staurosporine, la fragmentation del' ADN 
est plus importante dans les cellules 143B que dans les cellules déplétées en ADNmt• Ces 
résultats suggèrent que les cellules 143B rho0 sont plus résistantes à l'apoptose induite par la 
staurosporine que les cellules parentales. Ces observations sont en accord avec nos premiers 
résultats portant sur l'observation de la morphologie des cellules incubées en présence de 
staurosporine (figure 3.3) et des données de la littérature portant sur des SK-Hepl rho0

• En 
effet, Park et collaborateurs, montrent que ces cellules sont plus résistantes à l'apoptose 
induite par le paraquat (une molécule qui génère des ROS) et expliquent cette résistance par 
une sur-expression de la MnSOD (Park et al., 2004). Par contre, ces résultats vont à l'encontre 
des données de Liu et son équipe qui montrent que les cellules 143B déplétées en ADNm1 sont 
plus sensibles à l'apoptose induite par la staurosporine à une concentration de 100 nM (Liu et 
al., 2004). Nous n'avons pas d'arguments pour tenter d'expliquer ces résultats contradictoires. 

La relativement faible concentration en staurosporine utilisée dans cette expérience a été 
choisie volontairement afin de permettre la mise en évidence d'une sensibilité différente des 
deux lignées cellulaires à l'apoptose. 

Après avoir montré que les deux lignées cellulaires répondaient différemment à un 
traitement à la staurosporine, nous avons voulu tenter de mettre en évidence les mécanismes 
potentiellement impliqués dans l'apoptose induite par la staurosporine dans les cellules 143B 
et déplétées en ADNmt. Pour cela, nous avons utilisé un inhibiteur général des caspases et des 
inhibiteurs de l'ouverture du PTP et avons recherché leur effet éventuel sur la fragmentation 
del' ADN induite par la staurosporine. 

3.3.2.1. Effet du zVAD-fmk sur l'induction de l 'apoptose par la 
staurosporine : l'implication des caspases 

Afin de vérifier l'implication éventuelle des caspases dans le processus apoptotique induit 
par la staurosporine dans les cellules 143B et 143B rho0

, nous avons utilisé un inhibiteur 
global de ces protéases décrit dans la littérature, le zV AD-fmk (ou benzyloxycarbonyl-Val
Ala-oL-Asp-fluromethylketone). Cette molécule qui inhibe de nombreuses caspases en se liant 
au site actif de l'enzyme est donc non spécifique et ne permet pas de cibler une caspase 
particulière (Peter et al., 2003; Slee et al., 1996). Les cellules ont donc été incubées avec la 
staurosporine à 100 nM en présence ou en absence de l'inhibiteur à 5 µM. Au terme des 
incubations le dosage de la fragmentation del' ADN génomique a été réalisé en utilisant le kit 
de dosage « Cell Death Detection ELISA» (Roche). 

Les résultats montrés à la figure 3.6 indiquent une forte diminution de l'augmentation de la 
fragmentation del' ADN (et donc de l'apoptose) induite par la staurosporine dans les cellules 
143B et 143B rho0 incubées en présence de zV AD-fmk. Ces résultats montrent que 
l'induction de l'apoptose par la staurosporine est dépendante d'une voie d'activation de 
caspases. Ajoutons encore que la fragmentation de l' ADN induite par la staurosporine dans 
les cellules 143B rho0 est très faible, ce qui renforce l'idée que ces cellules sont plus 
résistantes à l'apoptose induite par cette molécule que les cellules parentales 143B. 

Il serait intéressant, dans des expériences futures, d'identifier la ou les caspases réellement 
impliquée(s) dans l'apoptose induite par la staurosporine en utilisant des inhibiteurs de 
caspases plus spécifiques tels que le Ac-DEVD-CHO qui est connu pour inhiber 
spécifiquement la caspase-3 (Yao et al., 2003). 
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3.3.2.2. Effet de la cyclosporine A et de l'acide bongkrékique sur 
l'induction de l'apoptose par la staurosporine: l'implication du 
PTP 

Afin de tester l'implication éventuelle du PTP (Permeability Transition Pore) lors de 
l'apoptose induite par la staurosporine dans les cellules 143B et 143B rho0

, nous avons utilisé 
deux molécules inhibant l'ouverture de ce pore transitoire: la cyclosporine A et l'acide 
bongkrékique. Ces molécules agissent par des mécanismes différents sur l'ouverture du PTP, 
respectivement en se liant à la cyclophiline D au niveau du feuillet interne mitochondrial et à 
l' ANT. L ' acide bongkrékique est connu pour inhiber l' ANT en augmentant la liaison de 
l'ATP et del' ADP au transporteur en agissant du côté matriciel de celui-ci (Chua et al. , 1977; 
Stoner et al. , 1973). La cyclosporine A est, quant à elle, connue pour inhiber le PTP en 
interagissant directement avec la cyclophiline D (Chenet al., 2002). 

Pour rappel, le PTP est un complexe multi-protéines (composé de l' ANT, VDAC, 
l'hexokinase, la créatine kinase, le récepteur périphérique aux benzodiazépines et la 
cyclophiline D) qui formerait un pore aspécifique perméable aux protéines d'une poids 
moléculaire inférieur à 1,5 kDa (Skulachev, 2002). L ' ouverture du PTP, qui peut être modulée 
par les protéines de la famille Bcl-2,et le déséquilibre ionique qui s'en suit engendreraient une 
entrée d' eau massive dans la matrice mitochondriale conduisant au gonflement de l'organite, 
à l'augmentation de la perméabilité de ses membranes et enfin à la libération des protéines 
pro-apoptotiques telles que le cytochrome c, impliqué dans la formation de l'apoptosome 
(Apaf-1, cytochrome c et pro-caspase-9) et l'activation de la cascade de caspases. 

Les résultats obtenus pour la fragmentation de l' ADN dans ces conditions et présentés à la 
figure 3.7 montrent que la combinaison de l'acide bongkrékique à 10 µM et de la 
cyclosporine A à 100 nM n'inhibe pas l'apoptose induite par la staurosporine et semble même 
amplifier la fragmentation dans les deux lignées cellulaires étudiées. Cet effet, bien que 
difficilement explicable, pourrait être dû à l'action de la cyclosporine A qui a été décrite 
comme capable d'induire la production de ROS dans des cellules dérivées de cellules 
cardiaques, et ce déjà à une concentration de 100 nM (Chen et al. , 2002). La staurosporine 
induit, notamment l' apoptose en augmentant la production cellulaire des espèces dérivées de 
l'oxygène. La surproduction de ROS dans les cellules incubées avec la cyclosporine A 
pourrait alors expliquer une fragmentation plus importante del' ADN et donc une induction de 
l'apoptose plus importante et ce, malgré l'inhibition du PTP. Les ROS sont en effet capables 
d'induire une augmentation de la perméabilité membranaire dans les compartiments sub
cellulaires tels que les mitochondries en oxydant les phospholipides membranaires qui seront 
ensuite dégradés par la phospholipase A2 (Chen et al., 2002). Ajoutons encore que dans le 
même «background » cellulaire, il a été montré que la staurosporine induit une diminution (et 
non une augmentation) de la perméabilité de la MME médiée par une fermeture de VDAC et 
provoque une hypersensibilité de la MME à la digitionine, suggérant un changement dans 
l'organisation et/ou la composition des lipides de la membrane mitochondriale (Duan et al., 
2003). De plus, la cyclosporine A est connue pour être un inhibiteur de la calcineurine qui 
pourrait avoir un rôle protecteur contre l'apoptose (Lotem et al., 1998). Il faut aussi noter que 
nous n' avons pas réalisé d'expériences préliminaires visant à déterminer les concentrations 
optimales en acide bongkrékique et en cyclosporine A, choisies dans cette expérience sur base 
des données de la littérature. Les concentrations utilisées dans cette expérience ne sont donc 
peut être pas suffisantes pour entraîner l'inhibition de l'ouverture du PTP. Il serait intéressant 
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Figure 3.8 : (A) Marquage en immunofluorescence suivi d'une observation en microscopie confocale 
et (B.) analyse en western blot de l'abondance et de la localisation de la pro-caspase-3 : A. Des 
cellules 143B et 143B rho0 ensemencées sur des couvres objets à raison de 50000 cellules par puits dans 
une boite 24 puits ont été :fixées à la PFA 4% et perméabilisées au TRITON X-100 avant d'être marquées 
par un anticorps primaire de lapin anti-pro-caspase-3 révélé par un anticorps de chèvre anti-IgG de lapin 
couplé à I' Alexa-488 . Un contre marquage au TOPRO-3 a été réalisé afin de visualiser les noyaux. B. Des 
cellules 143B et 143B rho0 ont été incubées (+ STS) ou non durant 4 h avec de la staurosporine à 500 nM. 
25 µg de protéines provenant des fractions cytosoliques, mitochondriales et nucléaires obtenues par 
centrifugations di:f:lèrentielles sont ensuite séparées sur gel de polyacrylamide (SOS-PAGE 12 %) pour 
réaliser le W estem blot. Des contrôles de charge ont été réalisés par l' immunodétection de l' a-tubuline, 
d'HSP-70mt et de la TBP . 
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de recommencer cette expérience avec des concentrations plus élevées en acide bongkrékique 
et/ou en cyclosporine A. 

Après avoir analysé la fragmentation de l' ADN dans ces différentes conditions, nous avons 
décidé d'étudier plus en détails l'abondance, la localisation et l'activité de la caspase-3. Cette 
enzyme est souvent un indicateur plus précoce de l'entrée des cellules en apoptose (Allen et 
al. 1997). Cette approche nous a permis de mieux préciser certains mécanismes susceptibles 
de conférer une plus grande résistance des cellules 143B rho0 à l'apoptose induite par la 
staurosporine. 

3.4. Abondance, localisation et activité de la caspase-3 dans des cellules 
143B et 143B rho0 incubées en présence de staurosporine 

Une seconde manière d'évaluer le déroulement de l'apoptose, à un stade plus précoce que 
celui de la fragmentation del' ADN, est d'étudier l'activation des caspases. Ces protéases sont 
à l'origine des changements morphologiques et de la dégradation de l' ADN observés lors de 
l'apoptose. En effet, elles comptent parmi leurs substrats des protéines du cytosquelette telles 
que l'actine et la ~-caténine ainsi que la protéine DFF45/iCAD qui, en conditions normales, 
inhibe l'enzyme DFF40/CAD responsable du clivage internucléosomal del' ADN (Wolf et aL, 
1999). 

L'activation des caspases est bien sur dépendante de leur activation par les complexes 
protéiques tels que l'apoptosome mais est également fonction de leur localisation et de leur 
abondance dans la cellule. Dans ce mémoire, nous nous sommes focalisés sur l'activité, 
l'abondance et la localisation de la caspase-3 lors de la réponse apoptotique de cellules 143B 
et 143B rho0 induite par la staurosporine en raison du fait que cette protéase est connue pour 
jouer un rôle effecteur majeur dans l'apoptose (Philchenkov, 2004). 

3.4.1 Analyse de l'abondance relative et de la localisation subcellulaire 
de la caspase-3 par Western Blot et marquages en 
immunofluorescence. 

Afin d'analyser les abondances relatives de la caspase-3 dans les cellules 143B et 143B 
rho0

, nous avons premièrement réalisé un marquage en immunofluorescence des cellules 
143B et 143B rho0 avec un anticorps dirigé contre la forme non clivée de la protéine 
(procaspase-3) (figure 3.8a). On observe une localisation nucléaire et cytosolique de la 
caspase-3 dans les deux lignées cellulaires mais pas de différence dans l'abondance comme le 
montrent les intensités de fluorescence du marquage dans ces cellules. 

Dans une deuxième approche, dans le but d' analyser l'abondance et la localisation 
subcellulaire de la caspase-3 dans les cellules et d'étudier des changements éventuels dans les 
cellules en réponse à un traitement à la staurosporine, nous avons réalisé un Western blot sur 
des fractions enrichies en protéines cytosoliques, mitochondriales et nucléaires (obtenues par 
des centrifugations différentielles) préparées à partir des deux lignées cellulaires 
préalablement incubées pendant 4 h en présence de staurosporine à 500 nM .. 
L'immunodétection de l'enzyme a été réalisée à l'aide d'un anticorps dirigé contre les formes 
active et inactive de la caspase-3. 

Les résultats du Western blot présentés à la figure 3.8b montrent une localisation 
principalement cytosolique et nucléaire, de la caspase-3. L'enzyme n'est pas (ou peu) 
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Figure 3.9 : Effet de la staurosporine sur l'activité de la caspase-3 dans des cellules 143B (en blanc) et 
143B rbo0 (en gris). Des cellules 143B et 143B rho0 ont été incubées durant 4 h sans (CTL) ou avec de la 
staurosporine à 100 nM ou 500 nM. Le dosage de l 'activité de la caspase-3 est effectué en présence d'un 
substrat synthétque spécifique de l'enzyme, l' Ac-DEVD-AFC. Les intensités de fluorescence sont 
normalisées par la quantité de protéines engagée dans le dosage et exprimées en unités arbitraires de 
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Figure 3.10: Analyse de l'abondance et de la localisation des protéines PARP-1 et PARP-1 clivée dans 
différentes fractions sub--cellulaires obtenues par centrifugations différentielles de cellules 143B et 
143B rho0

• Des cellules 143B et 143B rho0 ont été incubées (+ STS) ou non durant 4 h avec de la 
staurosporine à 500 nM. 30 µg de protéines pour les fractions cytosoliques et mitochondriales et 15 µg de 
protéines pour la fraction nucléaire sont ensuite chargées sur gel de polyacrylarnide (SDS-PAGE 12 %) pour 
réaliser les Western blot. Des contrôles de charge ont été réalisés par l' immunodétection de l '_ -tubuline et de 
la TBP. 
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détectable dans les fractions mitochondriales sauf dans la condition des cellules 143B 
incubées en présence de staurosporine. Cette localisation nucléaire de la pro-caspase-3 a déjà 
été décrite dans d'autres modèles cellulaires d'apoptose (Feng et al. , 2005). On peut 
également constater que l'abondance de la caspase-3 est comparable dans les deux lignées 
cellulaires et ce, quelque soit la fraction considérée. De plus, une incubation de 4 h avec de la 
staurosporine 500 nM ne semble modifier ni l'abondance ni la localisation de l'enzyme. 
Remarquons toutefois que nous obtenons une légère diminution et une disparition complète 
du signal correspondant à la forme inactive de la caspase-3 respectivement dans la fraction 
nucléaire des cellules 143B et 143B rho0 traitées par la staurosporine et qu' il est décrit que le 
clivage (et donc l'activation de l'enzyme) se manifeste par une réduction de la forme inactive 
ou pro-caspase (Zhang et al., 2004b). Nous devons cependant ajouter que seule la forme 
inactive (36 k:Da) a été détectée dans nos conditions expérimentales. 

Il faut noter que, sur base des contrôles de charge choisis pour leur spécificité quant à leur 
localisation dans les fractions cytosolique ( a-tubuline), mitochondriale (HSP-70mt ou Heat 
Shock Protein-70 mitochondriale) et nucléaire (TBP ou Tata-Box Binding Protein), on 
observe une contamination de la fraction nucléaire par la fraction mitochondriale et de la 
fraction cytosolique par la fraction nucléaire. Il est donc difficile d'interpréter ces résultats et 
de tirer des conclusions fiables sur l'abondance relative et la localisation subcellulaire de la 
pro-caspase-3. 

Après avoir étudié l'abondance relative et la localisation de la pro-caspase-3 dans les 
cellules 143B et 143B rho0 et l'influence éventuelle que pouvait avoir une incubation des 
cellules pendant 4 h avec de la staurosporine à 500 nM, et n'ayant pas pu détecter la forme 
active de la caspase-3 en Western blot, nous avons voulu doser l'activité de cette protéase. 

3.4.1. Dosage de l'activité de la caspase-3 

Ces dosages ont été réalisés en utilisant un substrat spécifique et synthétique de la caspase-
3, le Ac-DEVD-AFC, qui a la particularité de libérer un groupement fluorescent (AFC) 
lorsqu'il est clivé par l'enzyme au site DEVD. Ces dosages ont d'abord été réalisés sur les 
deux lignées cellulaires étudiées incubées ou non pendant 4 h avec de la staurosporine à 100 
ou 500 nM. Ensuite, afin de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents à l'activation des 
caspases induite par la staurosporine et plus particulièrement l'importance du calcium 
cytosolique libre dans les cellules, des dosages de l'activité de la caspase-3 ont été réalisés sur 
des lysats de cellules 143B préalablement incubées ou non avec la staurosporine en présence 
ou en absence d'ionomycine, un ionophore du calcium. Le même type de dosage a également 
été réalisé sur des lysats de cellules 143B rho0 incubées ou non avec la staurosporine en 
présence ou en absence de BAPTA-AM, un agent chélateur du calcium intracellulaire. 

Les résultats présentés à la figure 3.9 montrent que l'activité de la caspase-3 dans les cellules 
contrôles est légèrement plus élevée dans les cellules 143B rho0

. La population de cellules 
déplétées en ADNmt devrait donc présenter un taux de cellules apoptotiques légèrement plus 
élevé que la population de cellules parentales. Si ces données sont en accord avec les résultats 
que nous avons obtenus lors du dosage de la fragmentation de l' ADN (figure 3.5) qui 
montrent une fragmentation plus importante del' ADN dans les cellules 143 rho0

, elles ne sont 
pas obtenues de manière reproductible (figure 3.6). Lorsque les cellules sont incubées durant 
4 h avec de la staurosporine à 100 nM, on remarque que l'activité de la caspase-3 n'est pas 
augmentée et ce, quelque soit la lignée cellulaire considérée (figure 3.9). Ces résultats ne sont 
pas corrélés aux données obtenues pour le dosage de la fragmentation de l' ADN. En effet, à 
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cette concentration en staurosporine, la fragmentation de l' ADN était fortement augmentée 
dans les cellules 143B qui montrent également une plus forte sensibilité à l ' apoptose induite 
par la staurosporine. Si la fragmentation de l' ADN est dépendante de l'activation de caspases 
comme le suggère les résultats d'inhibition totale obtenus en présence de l'inhibiteur des pan
caspases (zVAD-fmk), soulignons que d'autres caspases effectrices telles que les capsases-6 
et -7 peuvent également conduire à la fragmentation de l' ADN . en réponse à une condition 
apoptogène (Philchenkov et al. 2004). Il serait d'ailleurs impératif de doser l'activité de ces 
caspases dans les cellules 143B et 143B rho0 incubées en présence de staurosporine et de 
rechercher leur implication éventuelle dans la fragmentation de l' ADN induite dans ces 
conditions en testant l'effet d'inhibiteurs spécifiques ciblant chacune de ces caspases. Enfin, 
on constate qu'en présence d'une concentration plus forte en staurosporine (500 nM), la 
caspase-3 est plus fortement activée dans les cellules 143B rho0 (environ 4 fois contre 2 fois 
pour les cellules 143B). Ces résultats semblent montrer une plus forte sensibilité des cellules 
143B rho0 à l'apoptose lorsque celle-ci est induite par de la staurosporine à 500 nM. Dans le 
futur, nous devrons absolument compléter notre étude par un dosage de la fragmentation de 
l' ADN dans les deux lignées cellulaires préalablement incubées en présence de staurosporine 
à cette concentration et/ou après des temps plus courts d'incubation et par un dosage de 
l'activité de la caspase-3 après 16 h d'incubation (temps auquel le dosage de fragmentation a 
été réalisé). Cependant, le fait que la caspase-3 soit plus active dans les cellules déplétées en 
ADNmt en présence de staurosporine à 100 nM, condition pour laquelle la fragmentation est 
plus faible que celle déterminée dans les cellules 143B (caractérisée par une activité caspase-3 
très faible dans ces conditions) nous permet de penser que la caspase-3 pourrait ne pas jouer 
un rôle majeur dans la fragmentation de l' ADN des cellules humaines d'ostéosarcome 
soumises à la staurosporine. Les expériences décrites ci-dessus couvrant toute la durée de 
l'incubation (16 h) devraient permettre de confirmer ou d ' infirmer cette hypothèse. 

Pour confirmer les résultats obtenus pour l'activation de la caspase-3 dans les cellules 
incubées en présence de staurosporine, nous avons recherché l'abondance, la localisation et 
l'état de clivage de la protéine PARP-1 , un substrat endogène de la caspase-3 bien connu. 
(Szabo, 1998). Pour vérifier l'activation de la caspase-3 in situ, nous avons donc réalisé un 
Western blot visant à rechercher les formes clivées et non clivées de PARP-1 sur des fractions 
cytosoliques, mitochondriales et nucléaires préparées à partir de cellules 143B et 143B rho0 

préalablement incubées pendant 4 h en présence de staurosporine à 500 nM. 

3.4.1.1. Visualisation de l'activité de la caspase-3 par le clivage d'un 
substrat endogène: la protéine PARP-1 

Comme indiqué précédemment, la protéine PARP-1 joue un rôle important dans la 
réparation del' ADN. En effet, en réponse à des dommages à l' ADN, cette enzyme se lie aux 
endroits de cassure, hydrolyse le NAD+ en nicotinamide et ADP-ribose pour transférer des 
polymères d ' ADP-riboses sur de nombreuses protéines nucléaires dont PARP-1, des facteurs 
de transcription comme p53 et les protéines histones provoquant leur dissociation de l' ADN et 
permettant l ' accès aux enzymes de réparation (Szabo, 1998). La protéine PARP-1 est l'un des 
nombreux substrats de la caspase-3 probablement parce que le rôle joué par PARP-1 dans la 
réparation de l' ADN est inutile dans les cellules en apoptose. De plus, l'activité de cette 
enzyme consomme de grandes quantités d' ATP, également nécessaire dans l'initiation de la 
réponse apoptotique pour la formation de l'apoptosome. 

Le Western blot permettant de visualiser l'abondance des formes actives et clivées de 
PARP-1 réalisé sur des fractions cytosoliques, mitochondriales et nucléaires obtenues par 
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Figure 3.11 : Marquage en immunofluorescence et visualisation en microscopie confocale de 
l'inhibiteur de caspases XIAP : Des cellules 143B et 143B rho0 ensemencées sur des couvres objets à 
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TRITON X-100 avant d'être marquées par un anticorps primaire de souris anti-XIAP révélé par un anticorps 
de chèvre anti IgG de souris couplé à l' Alexa-488. Un contre marquage au TOPRO-3 a été réalisé afin de 
visualiser les noyaux. 
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Figure 3.12 : Analyse de l'abondance du cytochrome c dans différentes fractions subcellulaires 
obtenues par centrifugations différentielles de cellules 143B et 143B rho0 préalablement incubées en 
présence de staurosporine. Des cellules 143B et 143B rho0 ont été incubées (+ STS) ou non durant 4 h 
avec de la staurosporine à 500 nM. 30 µg de protéines des fractions cytosoliques et mitochondriales et 15 
µg de protéines de la fraction nucléaire sont ensuite séparées sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE 15 %) 
pour réaliser Je Western blot. 
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centrifugations différentielles d'homogénats de cellules 143B et 143B rho0 préalablement 
incubées ou non en présence de staurosporine à 500 nM pendant 4 h est présenté à la figure 
3.10. Nous pouvons observer une localisation essentiellement nucléaire de la protéine dans les 
deux lignées cellulaires. On constate également qu'elle est plus abondante dans les cellules 
143B que dans les cellules déplétées en ADNmt confirmant ainsi les résultats obtenus au 
niveau de l'expression du gène ADPRT analysée par la« DC Human General » (figure 3.1). 
De plus, la staurosporine semble induire une augmentation de l'abondance de PARP-1 et ce, 
dans les deux lignées cellulaires. Enfin, et comme attendu sur base des résultats de dosage de 
l'activité caspase-3 , on constate que l'incubation des cellules avec la staurosporine à 500 nM 
provoque un clivage beaucoup plus important de la protéine PARP-1 dans les cellules 143B 
rho0 que dans les cellules parentales, ce qui confirme l'activation plus importante de la 
caspase-3 dans ces conditions. 

Après avoir confirmé la plus forte activation de la caspase-3 dans les cellules 143B rho0 en 
réponse à la staurosporine et pour tenter d'expliquer ces activations différentes dans les deux 
lignées cellulaires, nous nous sommes intéressés au rôle que pouvait jouer les IAPs et plus 
particulièrement XIAP (X-Linked lnhibitor of Apoptosis Protein), une protéine endogène 
capable d'inhiber les caspases. 

3.4.1.2. Analyse de l'abondance et de la localisation de la protéine 
XIAP dans les cellules 143B et 143B rho0 

Afin de prévenir une activation fortuite des caspases dans la cellule et de réguler finement la 
réponse apoptotique, la cellule possède des inhibiteurs endogènes de ces protéases connus 
sous le nom d'IAP (lnhibitor ofApoptosis Protein). Leur activité inhibitrice s'exerce par une 
interaction physique entre la protéine IAP et la caspase cible qui est médiée par des domaines 
conservés BIR (Baculovirus IAP Repeat) présents sur les protéines IAPs. Cette liaison a été 
décrite pour inhiber, de manière compétitive, l'activité de la caspase-3 qui ne peut dès lors 
plus reconnaître et cliver ses substrats (Suzuki et al. , 2001). Lors de l'induction del' apoptose, 
les protéines Smac/DIABLO et Omi/HtrA2, localisées et séquestrées dans l'espace 
intermembranaire mitochondrial, peuvent être libérées en même temps que le cytochrome c et 
se lier aux IAPs, favorisant ainsi leur dégradation par le protéasome et libérant les caspases de 
leur inhibiteur (Martins et al., 2002). 

Vu son rôle important dans le contrôle de l'activité des caspases, nous avons voulu observer 
l'abondance et la localisation de la protéine XIAP dans des cellules 143B et 143B rho0 par des 
marquages en immunofluorescence et des observations en microscopie confocale. 

Les micrographies présentées à la figure 3.11 montrent une localisation principalement péri
nucléaire de la protéine XIAP dans les deux lignées cellulaires. On constate également que la 
protéine semble moins abondante dans les cellules 143B déplétées en ADNmt• 

Même s'il est nécessaire de confirmer ces observations par une autre approche telle que le 
Western blot, l'abondance moins importante de la protéine XIAP dans les cellules 143B rho0 

est intéressante pour tenter d'expliquer d'une part, l'activité basale de la caspase-3 dans ces 
cellules (figure 3.9) et, d'autre part, la plus forte activation de la caspase-3 dans ces cellules 
en réponse à un traitement par la staurosporine. Rappelons que la staurosporine induit 
notamment l'apoptose en inhibant les kinases PKB et PKCs or, la protéine PKB/Akt (une 
Ser!Thr kinase en aval de la Pl3-K) joue un rôle important dans la stabilisation de la protéine 
XIAP en la phosphorylant au niveau de la Ser 87. Cette phosphorylation empêche son 
ubiquitinisation et sa dégradation par le protéasome (Dan et al., 2004). L'abondance plus 



Résultats et discussions - 45 -

faible de · XIAP ainsi que sa dégradation qui pourrait être facilitée par l'inhibition d' Akt en 
présence de staurosporine pourrait donc expliquer l'activation plus forte de la caspase-3 dans 
les cellules 143B rho0 lors de l'apoptose induite par la staurosporine. Cette hypothèse reste 
évidemment à confirmer. 

En amont de l'activation de la caspase-3 on trouve bien souvent un événement de 
translocation du cytochrome c de l'espace intermembranaire mitochondrial vers le cytosol. 
Une fois libéré le cytochrome c pourra participer à la formation de l' apoptosome avec la 
protéine Apaf-1 et la pro-caspase-9 et donc contribuer à l'activation des caspases effectrices 
comme la caspase-3 (Zimmermann et al., 2001). 

3.5. La staurosporine et la translocation du cytochrome c 

Nous avons ensuite tenté de mettre en évidence la libération du cytochrome c mitochondrial 
dans le cytosol de cellules 143B et 143 rho0 lors de leur incubation en présence de 
staurosporine. Pour cela , nous avons analysé l'abondance de la protéine par un Western blot 
réalisé sur des fractions cytosoliques, mitochondriales et nucléaires préparées à partir de 
cellules 143B et 143B rho0 incubées ou non pendant 4 h en présence de staurosporine à 500 
nM. 

Les résultats présentés à la figure 3.12 montrent une localisation mitochondriale de la 
protéine tant dans les cellules 143B que 143B rho0

. Bien que n'ayant pas de contrôle de 
charge pour cette expérience, on constate, dans ces dernières, que la protéine est moins 
abondante que dans les cellules parentales. De plus, la staurosporine induit bien une 
diminution de l'abondance du cytochrome c dans la fraction mitochondriale des cellules 
143B. Cependant, nous n'avons pas pu mettre en évidence d'augmentation de l'abondance de 
cette protéine dans la fraction cytosolique des cellules 143B incubées en présence de 
staurosporine. De plus, l'incubation des cellules 143B rho0 en présence de staurosporine ne 
semble pas entraîner de diminution de l'abondance du cytochrome c dans la mitochondrie 
mais ces résultats sont difficiles à discuter en absence d'un contrôle de charge approprié. Il 
est, pour ces raisons, difficile de tirer une conclusion quant à l'implication de la translocation 
du cytochrome c pour expliquer la variation de l'activité de la caspase-3 lors de l'incubation 
des cellules 143B et 143B rho0 en présence de staurosporine. 

Si on regarde dans la littérature, de nombreuses études montrent que la délocalisation du 
cytochrome c en réponse à un traitement en présence de staurosporine est un phénomène 
attendu dans de nombreux types cellulaires (Duan et al. 2003) y compris les cellules déplétées 
en ADNmt (Jiang et al. 1999). Cependant, si l'on considère la cinétique de ce changement et le 
nombre de cellules qui entrent en apoptose de manière non synchronisée lors du traitement, 
(Duan et collaborateurs ont montré que seulement 10 à 15 % de cellules d'une population de 
143B montrent une délocalisation du cytochrome c après 4 h de traitement en présence de 
1 µMen staurosporine (Duan et al. 2003)), il est raisonnable de penser que le moment choisi 
pour rechercher la libération du cytochrome c soit trop précoce que pour pouvoir mettre en 
évidence la modification de la localisation du cytochrome c. L'analyse sur une cinétique 
complète et en présence de plusieurs concentrations en staurosporine est à envisager. Si 
l'absence de détection du cytochrome c dans les fractions cytosoliques est causée par un 
manque de sensibilité de la technique utilisée, les résultats obtenus sur l'activation de la 
caspase-3 dans des cellules 143B rho0 incubées avec la staurosporine pendant 4 h (dont on 
n'est pas certains qu'elle représente l'activation maximale que l'on peut attendre pour des 
temps plus longs) sont réconciliables avec une éventuelle libération de cytochrome c 
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Figure 3.13 : (A.) Effet de l'ionomycine sur l'activité de la caspase-3 induite par la staurosporine dans 
les cellules 143B. (B.) Effet du BAPTA-AM sur l'activité de la caspase-3 induite par la staurosporine 
dans les cellules 143B rho0• A. Des cellules 143B ont été incubées ou non (CTL) durant 4 h avec de la 
staurosporine à 500 nM en présence ou non d'ionomycine à 1 µM. B. Des cellules 143B rho0 ont été 
incubées ou non (CTL) durant 4 h avec de la staurosporine à 500 nM en présence ou non de BAPTA-AM à 
20 µM. Le dosage de la caspase-3 est effectué en présence d'un substrat synthétique spécifique de l'enzyme, 
l' Ac-DEVD-AFC. Les intensités de fluorescence sont normalisées par la quantité de protéines engagée dans 
le dosage et exprimées en unités arbitraires de fluorescence par µg de protéines. Les résultats présentés 
correspondent à la moyenne ± 1 S.D. pour n = 3. 
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suffisante pour initier le programme apoptotique dans une fraction de la population cellulaire 
mais insuffisante que pour pouvoir la détecter par l'approche utilisée. En Western blot, cette 
délocalisation du cytochrome c n' est d'ailleurs souvent visible que pour des temps de 6 à 16 h 
d'incubation en présence de staurosporine (Liu et al. 2004)(Duan et al. 2003)(Zhang et al. 
2004). 

Pour continuer notre investigation sur les mécanismes potentiellement responsables de la 
différence de sensibilité à l'apoptose des deux lignées cellulaires étudiées et vu l'importance 
supposée du Ca++ dans le processus apoptotique déclenché par la staurosporine, nous avons 
étudié les effets de modifications de la concentration en calcium intracellulaire sur l'activité 
de la caspase-3 et son activation induite par la staurosporine. En effet, rappelons nous que les 
cellules déplétées en ADNmt ont une concentration en calcium cytosolique libre plus élevée 
que les cellules parentales. 

3.5.1 Le calcium et la caspase-3 
BAPTA-AM 

influence de l 'ionomycine et du 

La staurosporine est connue pour induire l'apoptose via différents mécanismes. 
Premièrement l'inhibition des PKB et PKC (Stoetzer et al. , 2002; Thuret et al., 2003 ; Zhang et 
al. , 2004a) qui sont, entre autres, des kinases responsables de la séquestration de la forme 
phosphorylée de la protéine pro-apoptotique Bad dans le cytosol médiée par la protéine 14-3-
3 (Won et al., 2003). Deuxièmement, l'augmentation de la production de radicaux libres 
dérivés de l'oxygène (Gilet al., 2003) qui provoquent la translocation du cytochrome cet des 
différentes protéines pro-apoptotiques de l'espace intermembranaire vers le cytosol en 
déstabilisant les membranes mitochondriales. Troisièmement, la staurosporine conduit à 
l'augmentation de la concentration en calcium cytosolique (Gilet al. , 2003; Liu et al., 2004), 
capable d'activer différentes enzymes telles que la calpaïne, une protéase également capable 
d' induire l'activation des caspases (Neumar et al., 2003). 

Comme il a été dit dans l'introduction, les cellules de mammifères présentant un 
dysfonctionnement mitochondrial suite à l'utilisation d'agents découplants, à la déplétion ou à 
des mutations dans leur ADNmt ont une concentration en calcium cytosolique plus élevée 
provoquée par une diminution de l'import de l'ion dans la mitochondrie et/ou une réduction 
de son efflux dans le milieu extracellulaire altéré par la diminution de la production d' ATP 
(Amuthan et al., 2002; Biswas et al., 1999). Nous avons donc voulu tester l'effet de 
modifications de la concentration cytosolique en calcium sur l'activité de la caspase-3. Pour 
ce faire nous avons utilisé deux molécules perturbant l'homéostasie du calcium dans les 
cellules : l'ionomycine et le BAPTA-AM qui ont des effets inverses sur la concentration en 
calcium cytosolique libre. 

L'ionomycine est un polyéther découvert dans les années 70 qui est connu comme un 
ionophore pour les cations divalents tels que le calcium (Kauffman et al. , 1980). Nous avons 
utilisé cette molécule afin d'augmenter la concentration calcique cytosolique dans les cellules 
143B et dosé l'activité de la caspase-3 en réponse à une stimulation à l'ionomycine en 
présence ou en absence de staurosporine. Les résultats présentés à la figure 3.13A montrent, 
qu'il n' y a pas d' augmentation de l'activité de la caspase-3 dans les cellules 143B en réponse 
à une incubation en présence d'ionomycine. Comme déjà montré précédemment, on constate 
bien une activation de la caspase-3 dans les 143B incubées pendant 4 h avec la staurosporine 
à 500 nM. Par contre, et de manière inattendue, l'activité de la caspase-3 est plus faible dans 
les cellules incubées en présence d'ionomycine et de staurosporine. Il semble donc que 
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l'augmentation de la concentration en calcium cytosolique inhibe l'activation de la caspase-3 
induite par la staurosporine 500 nM. 

Afin de confirmer le rôle modulateur de la concentration en calcium sur l'activité de la 
caspase-3 , nous avons utilisé le BAPTA-AM (ou 1,2-bis(2-aminophenoxy)ethane-N,N,N' ,N'
tetraacetic acid), un agent chélateur du calcium intracellulaire (Jang et al., 2004) pour 
diminuer 1~ concentration en calcium dans les cellules 143B rho0 dont la concentration en 
calcium est constitutivement plus élevée. On constate à la figure 3.llb que l'activité de la 
caspase-3 dans des cellules 143B rho0 incubées pendant 4 h en présence de BAPTA-AM 
augmente (environ trois fois). Nous confirmons également bien la forte augmentation de 
l'activité de la caspase-3 obtenue dans des cellules rho0 induite par la staurosporine. De plus, 
nous montrons qu'en présence de BAPTA-AM, l'augmentation de l'activité de la caspase-3 
induite par la staurosporine est plus importante que l'activation observée pour une incubation 
en présence de staurosporine seule. Ces résultats renforcent l'idée d'un effet protecteur du 
Ca++ sur l'activation de la caspase-3 induite par la staurosporine bien que le mécanisme ne 
soit pas établi à ce stade du travail. 

Bien que ces résultats semblent à ·première vue surprenants quand on connaît le rôle pro
apoptotique d' une élévation de la concentration en calcium dans la cellule, il a déjà été montré 
dans la littérature que le calcium pouvait protéger de l'apoptose. Ainsi, dans les cellules 
neuronales, l'apoptose qui fait suite à la privation de facteurs de croissances peut être inhibée 
par l'élévation de la concentration en Ca++ cytosolique (Franklin et al., 1992; Lampe et al. , 
1995). Cette inhibition du déclenchement de l'apoptose par le Ca++ intracellulaire pourrait être 
le résultat de la modification de l'activité de diverses enzymes et/ou facteurs de transcription. 
Ainsi, le calcium intracellulaire activerait la calcineurine, une Ser/Thr phosphatase (Lotem et 
al., 1998). La calcineurine est connue pour avoir des effets pro- et anti-apoptotiques en 
fonction du « background » cellulaire et de l'activation de différentes voies de signalisation 
telle que la p38 MAPK (Gidon-Jeangirard et al., 1999; Kakita et al., 2001; Molkentin, 2001). 
Le Ca++ libre cytosolique permettrait également l'activation de la voie de la PKB/Akt. La 
protéine PKB/ Akt activée entraînent la phosphory lation de la protéine pro-apoptotiq ue Bad 
qui est alors séquestrée dans le cytosol par la protéine 14-3-3 (Gidon-Jeangirard et al., 1999; 
Won et al., 2003). De plus, l'augmentation de la concentration en Ca++ cytosolique pourrait 
entraîner la dégradation de l'inhibiteur hB et permettre l'activation du facteur de transcription 
NFkB, connu pour son rôle anti-apoptotique (Lotem et al., 1998; Papa et al. , 2004). 

Enfin, connaissant le mécanisme d'action de la staurosporine qui implique l'inhibition de 
PKC dont certaines isoformes sont activées par le calcium, il est également envisageable de 
considérer que la concentration plus élevée en calcium libre dans le cytosol des cellules 143B 
rho0 confère une résistance à l'induction de l'apoptose par la staurosporine en diminuant 
l'effet inhibiteur de la staurosporine sur les PKCa/~ sensibles au calcium. 

Après avoir analysé la fragmentation de l' ADN et l'activation de la caspase-3 utilisées 
comme marqueurs de l'apoptose induite par la staurosporine dans les cellules 143B et 143B 
rho0

, nous avons tenté d' approfondir les mécanismes impliqués dans les réponses cellulaires 
en étudiant les variations d'abondance et de localisation de plusieurs protéines de la famille 
Bcl-2 connues pour leur rôle pro- ou anti-apoptotique. Nous avons donc réalisé des 
marquages en immunofluorescence afin de rechercher des différences éventuelles de 
l' abondance et de la localisation de ces protéines dans les deux lignées cellulaires. Des 
analyses en Western blot sur des fractions cytosoliques, mitochondriales et nucléaires de 
cellules 143B et 143B rho0 préalablement incubées ou non en présence de staurosporine ont 
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Figure 3.14 : (A) Marquage en immunofluorescence suivi d'une visualisation en microscopie 
confocale et (B. et C.) analyse en Western blot de l'abondance et de la localisation de la protéine Bcl-
2 : A Des cellules 143B et 143B rho0 ensemencées sur couvre-objets à raison de 50000 cellules par puits 
dans une boîte 24 puits ont été fixées à la PFA 4% et perméabilisées au TRITON X-100 avant d'être 
marquées par un anticorps primaire de souris anti-Bcl-2 révélé par un anticorps de chèvre anti IgG de souris 
couplé à l' Alexa-488. Un contre marquage au TOPRO-3 a été réalisé afin de visualiser les noyaux. Les 
cellules en division sont indiquées par une fièche. B. Analyse de l'abondance de la protéine Bcl-2 en 
W estem blot réalisé sur des extraits totaux de cellules 143B et 143B rho0 . Le contrôle de charge a été réalisé 
par immunodétection de l'a-tubuline. C. Des cellules 143B et 143B rho0 ont été incubées(+ STS) ou non 
durant 4 h avec de la staurosporine à 500 nM. 30 µg de protéines des :fractions cytosoliques et 
mitochondriales et 15 µg de protéines de la :fraction nucléaire sont ensuite séparées sur gel de polyacrylamide 
(SDS-P AGE 12 %) pour réaliser le western blot. Des contrôles de charge ont été réali sés par 
immunodétection de l' a-tubuline et de TOM 20. 
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également été réalisées afin de rechercher des modifications dans l'abondance et la 
localisation de ces protéines en réponse à la molécule apoptogène. 

3.6. Localisation et 'abondance de différentes protéines pro- ou anti
apoptotiques dans les cellules 143B et 143B rho0 

: influence de la 
staurospo rine 

Vu leur rôle clef dans la régulation de l'apoptose, nous avons également étudié, dans ce 
travail, l'abondance ainsi que la localisation de divers membres de la famille Bcl-2 dans les 
cellules 143B et 143B rho0

• De plus, nous avons recherché l'effet d' un traitement des cellules 
à la staurosporine sur ces deux caractéristiques. Parmi les membres de cette famille, nous 
avons sélectionné les protéines Bcl-2, Mcl-1 et Bel-XL comme protéines anti-apoptotiques et 
Bax comme protéine pro-apoptotique. 

3.6.1. Localisation et abondance des membres anti-apoptotiques de . la 
famille Bel-2: Bel-2, Bel-XL et Mel-1 

Les membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 exercent leur action inhibitrice sur 
l'apoptose en s'hétérodimérisant avec les protéines pro-apoptotiques telles que Bax et 
empêchant leur oligomérisation (Zimmermann et al., 2001). 

Le marquage en immunofluorescence de la protéine Bcl-2 présenté à la figure 3.14a montre 
une localisation cytoplasmique et nucléaire de la protéine. La protéine semble de plus 
s'accumuler dans les noyaux de cellules en division. L'analyse de l'abondance et de la 
localisation de Bcl-2 par Western blot réalisé sur des extraits totaux et présenté à la figure 
3.14b montre que la protéine Bcl-2 est moins abondante dans les cellules 143B déplétées en 
ADNmt que dans les cellules parentales. Ce résultat est en accord avec le résultat obtenu pour 
l'analyse de l'expression de ce gène au niveau du transcrit réalisée à l'aide du damier à ADN 
« DC Human General ». 
De plus, le .Western blot présenté à la figure 3.14c montre une localisation mitochondriale et 
nucléaire de la protéine Bcl-2 pour les cellules 143B. Notons toutefois que les fractions 
nucléaires sont fortement contaminées par des mitochondries comme le montre 
l'immunodétection de Tom-20, un marqueur mitochondrial. Cependant, on constate bien une 
abondance beaucoup plus faible de la protéine dans les fractions mitochondriales et 
« nucléaires » préparées à partir de cellules 143B rho0

. La préincubation des cellules avec de 
la staurosporine à 500 nM pendant 4 h ne modifie ni l'abondance, ni la distribution de la 
protéine. 

La protéine Bcl-2 est connue pour son rôle protecteur contre l'apoptose qu'elle exerce 
notamment en interagissant avec les protéines pro-apoptotiques telles que Bax. Sa 
surexpression permet notamment d'inhiber la libération du cytochrome c dans le cytosol. Il a 
également été montré que la localisation nucléaire de Bcl-2 permet à cette protéine de 
modifier l ' activité de certains facteurs de transcription comme les facteurs NFkB , AP-1, 
CREB et NFAT, qui pourrait être médiée par une inhibition de la translocation nucléaire 
comme démontré pour le facteur NFkB (Massaad et al., 2004). La localisation nucléaire de la 
protéine Bcl-2 n'est pas compatible avec sa fonction anti-apoptotique mitochondriale. 
L'abondance accrue de Bcl-2 dans le noyau des cellules en division est décrite dans la 
littérature et il semble que Bcl-2 joue un rôle dans la régulation du cycle cellulaire 
(Hoetelmans et al., 2003). 
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Figure 3.15 : (A.) Marquage en immunofluorescence suivi d'une visualisation en microscopie 
confocale et (B.) analyse en western blot de l'abondance et de la localisation de la protéine Bel-XL : 
A. Des cellules 143B et 143B rho0 ensemencées sur couvre-objets à raison de 50000 cellules par puits dans 
une boîte 24 puits ont été fixées à la PF A 4% et perméabilisées au TRITON X-100 avant d'être marquées 
par un anticorps primaire de souris anti-Bcl-XL révélé par un anticorps de chèvre anti-IgG de souris couplé à 
l' Alexa-488. Un contre marquage au TOPRO-3 a été réalisé afin de visualiser les noyaux. B. Les cellules 
ont été incubées (+ STS) ou non durant 4 h avec de la staurosporine à 500 nM. 30 µg de protéines des 
:fractions cytosoliques et mitochondriales et 15 µg de protéines de la :fraction nucléaire sont ensuite séparées 
sur gel de polyacrylamide (SOS-PAGE 12 %) pour réali ser le western blot. Des contrôles de charge ont été 
réalisés par immunodétection de l'a-tubuline et de la TBP. 
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Figure 3.16 : (A.) Marquage en immunofluorescence suivi d'une visualisation en microscopie 
confocale et (B.) analyse en Western blot de l'abondance et de la localisation de la protéine Mcl-1 : 
A. Des cellules 143B et 143B rho0 ensemencées sur couvr~bjets à raison de 50000 cellules par puits dans 
une boîte 24 puits ont été fixées à la PFA 4% et perméabilisées au TRITON X-100 avant d' être marquées 
par un anticorps primaire de lapin anti-Mcl-1 révélé par un anticorps de chèvre anti-IgG de lapin couplé à 
l ' Alexa-488. Un contre marquage au TOPRO-3 a été réalisé afin de visualiser les noyaux. B. Les cellules 
143B et 143B rho0 ont été incubées (+ STS) ou non durant 4 h avec de la staurosporine à 500 nM. 30 µg 
de protéines des fractions cytosoliques et mitochondriales et 15 µg de protéines de la fraction nucléaire sont 
ensuite séparées sur gel de polyacrylamide (SDS-P AGE 12 %) pour réaliser le Western blot. Des contrôles 
de charge ont été réalisés par immunodétection de l' a-tubuline et de la TBP. 
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Le marquage en immunofluorescence de la protéine Bel-XL présenté à la figure 3.15a 
montre une localisation majoritairement périnucléaire de la protéine. Les résultats du Western 
blot présentés à la figure 3. l 4b montrent une plus faible abondance de la protéine dans les 
cellules 143B rho0

. En effet, bien que la protéine soit détectée dans les fractions cytosoliques 
des deux lignées cellulaires, elle est moins abondante dans la fraction des cellules rho0

. De 
plus, la protéine n'est pas détectée dans les fractions nucléaires de ces cellules et ce, 
contrairement aux fractions nucléaires de cellules 143B. On ne détecte pas la protéine dans la 
fraction mitochondriale. Enfin, soulignons encore qu'une incubation des cellules pendant 4 h 
en présence de staurosporine à 500 nM semble augmenter l'abondance de la protéine dans la 
fraction cytosolique et ce, pour les deux lignées cellulaires qui s'accompagne d'une 
diminution de la localisation nucléaire seulement identifiable dans les cellules 143B. 
Rappelons que Bel-XL était un gène fortement sous-exprimé dans les cellules 143B rho0

, ce 
qui semble être confirmé au niveau protéique. 

Le marquage en immunofluorescence de la protéine anti-apoptotique Mcl-1 qui est présenté 
à la figure 3.16a, ne permet pas de mettre en évidence une différence d'abondance entre les 
deux lignées cellulaires étudiées mais on constate une plus forte abondance de la protéine 
dans le cytoplasme des cellules en division. Cette constatation correspond à ce qui est décrit 
dans la littérature, Mcl-1 étant également décrit pour jouer un rôle dans la régulation du cycle 
cellulaire (Jamil et al., 2005). Le profil de marquage est cytoplasmique bien qu'on retrouve 
également la protéine dans le noyau. Mcl-1 est connue pour sa localisation en membrane 
mitochondriale, où elle joue son rôle anti-apoptotique, mais également dans le cytosol et le 
noyau (Jamil et al., 2005). Elle ne possède pas de domaine BH4 comme Bcl-2 et Bel-XL 
(Scorrano et al., 2003) mais est toutefois capable d'interagir avec les protéines pro
apoptotiques de la famille Bcl-2 et d'inhiber leur effet sur la libération du cytochrome c. 
L'analyse de l'abondance de la protéine Mcl-1 dans les différentes fractions est présentée à la 
figure 3.16b. Les résultats montrent une localisation principalement mitochondriale et 
nucléaire de Mcl-1 dans les cellules 143B et 143B rho0

. On peut égalem~nt observer que 
l'abondance mitochondriale de Mcl-1 est plus faible dans les cellules 143B rho0

• On notera 
enfin une diminution de l'abondance de Mcl-1 dans les fractions mitochondriales des cellules 
préalablement incubées pendant 4 h en présence de staurosporine à 500 nM. 

En conclusion, sur base de ces données encore fragmentaires, nous pouvons dire que 
l'abondance plus faible observée pour certaines de ces protéines anti-apoptotiques dans les 
cellules 143B rho0

, est compatible avec la plus forte activation de la caspase-3 dans ces 
cellules en réponse à la staurosporine (surtout lorsque la diminution de l'abondance est 
observée dans les fractions mitochondriales comme pour Mcl-1) mais est difficilement 
interprétable par rapport aux résultats obtenus sur la fragmentation de l' ADN dans ces 
conditions, si l'on accepte le fait que la fragmentation est médiée indirectement par 
l'activation de la caspase-3, ce que nous n'avons pas démontré. 

Nous allons terminer cette approche par l'étude de Bax, protéine pro-apoptotique de la 
famille Bcl-2 afin de rechercher les variations éventuelles de localisation et d'abondance de 
cette protéine dans les cellules déplétées en ADNmt incubées ou non en présence de 
staurosporine. En effet, rappelons que la modification de la perméabilité de la MME et donc, 
la libération de facteurs pro-apoptotiques par la mitochondrie peut souvent résulter d'un 
déséquilibre dans l'abondance relative des protéines pro- et anti-apoptotiques de la famille des 
protéines Bcl-2. 
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Figure 3.17: (A.) Marquage en immunofluorescence suivi d'une visualisation en microscopie confocale 
et (B.) analyse en Western blot de l'abondance et de la localisation de la protéine Bax : A. Des cellules 
143B et 143B rho0 ensemencées sur couvre-objets à raison de 50000 cellules par puits dans une boîte 24 
puits ont été fixées à la PF A 4% et pennéabilisées au TRITON X-100 avant d'être marquées par un anticorps 
primaire de lapin anti-Mcl-1 révélé par un anticorps de chèvre anti-IgG de lapin couplé à l'Alexa-488 . Un 
contre marquage au TOPRO-3 a été réalisé afin de visualiser les noyaux. B. Les cellules 143B et 143B rho0 

ont été incubées (+ STS) ou non durant 4 h avec de la staurospo1ine à 500 nM. 30 µg de protéines des 
fractions cytosoliques et mitochondriales et 15 µg de protéines de la fraction nucléaire sont ensuite séparées 
sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE 12 %) pour réaliser le Western blot. Des contrôles de charge ont été 
réalisés par immunodétection de l'_-tubuline et de la TBP. 
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3.6.2. Localisation et abondance de la protéine pro-apoptotique Bax 

La protéine Bax est décrite comme étant impliquée dans la libération du cytochrome c soit 
en s' oligomérisant pour former un pore transitoire permettant la translocation des différentes 
protéines pro-apoptotiques présentes dans l'espace intermembranaire mitochondrial (Scorrano 
et al. , 2003) soit en interagissant avec des protéines de la membrane mitochondriale externe 
telle que VDAC pour moduler l'ouverture du PTP (Kroemer et al., 2000). L'activité pro
apoptotique de la protéine Bax est régulée par les membres anti-apoptotiques de la famille 
Bcl-2 tels que Bcl-2 et Bel-XL, Ceux-ci vont pouvoir former des hétérodimères avec la 
protéine Bax, empêcher ainsi son oligomérisation et donc son activité pro-apoptotique 
(Hirotani et al., 1999). C'est le déséquilibre entre l'abondance des membres pro-apoptotiques 
et anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 dans les membranes mitochondriales qui conduit, in 
fine, à la délocalisation du cytochrome c. Ce déséquilibre peut être provoqué par une 
modification dans la transcription des gènes codant pour les membres de la famille Bcl-2 
et/ou par une modification de leur temps de demi-vie (Bouillet et al. , 2002). 

Le marquage en immunofluorescence suivi d'observations en microscopie confocale de la 
protéine Bax est présenté sur les micrographies de la figure 3.17 a qui ne sont pas très 
informatives puisqu ' elles montrent une localisation cytosolique et nucléaire de la protéine 
dans les cellules 143B et 143B rho0

• On ne remarque pas non plus de différence d'abondance 
de la protéine entre les deux lignées cellulaires. Le Western blot réalisé sur des fractions 
cytosoliques, mitochondriales et nucléaires obtenues par centrifugations différentielles à partir 
de cellules 143B et 143B rho0 incubées ou non pendant 4 h en présence de staurosporine à 
500 nM (figure 3.17b) montre que l'abondance de la protéine Bax est comparable dans les 
cellules déplétées en ADNmr et dans les cellules parentales et ce, quelque soit la fraction 
considérée. 

De manière générale, les analyses en Western blot ont parfois été réalisées sur la même 
membrane, ce qui explique qu'un même blot utilisé pour le contrôle de la charge et/ou de la 
contamination ait été utilisé plusieurs fois dans les figures relatives à des protéines d'intérêt 
différentes. De plus, l'absence de signal dans la dernière piste de la fraction nucléaire (rho0 + 
STS) provient probablement du fait d'un problème de charge et est donc inutilisable. Pour la 
localisation nucléaire du facteur, il faut cependant considérer la contamination de la fraction 
nucléaire par la fraction mitochondriale comme l'indique l'immunodétection de la protéine 
mitochondriale TOM-20 dans les fractions nucléaires. La contamination de fractions 
nucléaires par des mitochondries pourrait provenir de cellules non homogénéisées lors du 
passage au Dounce et qui sédimentent avec les noyaux. 

Après ces différents dosages et analyses, et dans une expérience tout à fait préliminaire, 
nous avons tenté d'identifier les mécanismes qui pourraient être impliqués dans la diminution 
de la sensibilité des cellules 143B déplétées en ADNm1 à l'apoptose induite par la 
staurosporine. Nous avons donc terminé ce mémoire, comme nous l'avions commencé, par 
une approche transcriptomique. A l'aide d'un microdamier à ADN spécialement développé 
pour analyser les modifications d'expression de gènes impliqués dans l'apoptose et le cycle 
cellulaire. Nous avons utilisé ce damier pour étudier les modifications d'expression de gènes 
induite par la staurosporine dans des cellules 143B et 143B rho0

• 
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Figure 3.18 : Modification de l'expression de gènes impliqués dans l'apoptose, dans la signalisation 
cellulaire et/ou dans la régulation du cycle cellulaire dans les cellules 143B (A.) et 143B rho0 (B.) 
incubées en présence de staurosporine. Les cellules 143B et 143B rho0 ont été incubées durant 6 h avec ou 
sans staurosporine à 100 nM. L 'ARN total des cellules a été extrait et 20 µg ont été utilisés lors de la 
rétrotranscription (réalisées en présence de nucléotides biotinylés) permettant de générer de ADNc. Ceux-ci 
ont été hybridés sur le damier« DC Human Apoptosis ». Les résultats présentés ici correspondent aux gènes 
dont l'expression varie d\'! façon quantitative et significative. On retrouve en gris les variations d'expression 
spécifiques à une lignées et en blanc les variations d' expression observées dans les deux lignées cellulaires. 
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3.5. Les effets de la staurosporine sur l'expression génique: analyse de 
l'expression différentielle de gènes dans les cellules 143B et 143B rho0 

lors d'une stimulation à la staurosporine 

Nous avons utilisé le microdamier à ADN « DC Human Apoptosis » qui permet d'analyser 
l'expression de 135 gènes impliqués dans la régulation, l'induction, la tansduction du signal et 
d'autres mécanismes ayant trait à l'apoptose. On compte également parmi les gènes dont 
l'expression est analysable par ce damier, des gènes codant pour des protéines régulatrices et 
effectrices du cycle cellulaire (voir liste des gènes en Annexe IV), ces deux aspects, mort 
cellulaire et prolifération cellulaire, étant intimement liés. 

Comme pour l'hybridation réalisée sur la « DC Human General », les résultats que nous 
allons présenter ici sont à prendre à titre purement indicatif puisque l'hybridation n'a été 
réalisée qu'en simple et que la validité et la reproductibilité des résultats ne sont pas 
confirmées. Cette confirmation ne pourra être obtenue qu'après deux hybridations 
supplémentaires réalisées sur des duplicats d'extraction. 

Parmi les gènes dont l'expression est analysable par la « DC Human Apoptosis » nous avons 
sélectionnés quelques candidats dont l'expression est modifiée dans les cellules 143B et 143B 
rho0 lors d' une incubation des cellules en présence de staurosporine. Les résultats présentés à 
la figure 3.18 portant sur l'analyse de l'expression de gènes en réponse au traitement ont été 
obtenus après hybridation d' ADNc marqués à la biotine sur la « DC Human Apoptosis » 

générés à partir d ' ARNm rétrotranscrits de cellules 143B et 143B rho0 incubées ou non 
pendant 6 h avec de la staurosporine à 100 nM. Ils montrent que dans les cellules 143B et 
143B rho0

, la présence de la molécule apoptogène entraîne la surexpression de 9 gènes dans 
les deux lignées cellulaires. Cependant, remarquons que ceux-ci ne sont pas les mêmes gènes 
qui sont différentiellement exprimés dans les cellules 143B et 143B rho0

. Nous avons 
également obtenu des sous-expressions de 8 et 18 gènes dans respectivement les cellules 
143B et 143b rho0

. Parmi les gènes dont l'expression est modifiée par le traitement, 4 gènes 
(CNDJ, DDIT4L, GAS] et IGFBP3) présentent un profil d'expression comparable dans les 
cellules 143B et 143B rho0 incubées avec la staurosporine et un, codant pour la protéine 
TRAF5, impliquée dans la voie extrinsèque de l'apoptose, est surexprimé dans les cellules 
143B et sous exprimé dans les cellules 143B rho0

. 

On constate dans les cellules 143B que le gène codant pour la protéine Bak est sous
exprimé lors d'une incubation des cellules pendant 6 h avec de la staurosporine à 100 nM. 
Cette protéine fait partie du groupe II de la famille Bcl-2 aux caractéristiques pro
apoptotiques et est localisée principalement en membrane mitochondriale externe (Bellosillo 
et al., 2002). La protéine aurait une action redondante avec celle de Bax (Lindsten et al., 
2000) et permettrait l'induction de l'apoptose suite à un changement de conformation 
permettant la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe et la libération du 
cytochrome c de l'espace intermembranaire dans le cytosol (Bellosillo et al., 2002). 

On peut observer une diminution de l'expression du gène Gadd45a dans les cellules 143B 
rho0 suite à une incubation avec de la staurosporine. La protéine codée par ce gène est 
impliquée dans le maintient de l'intégrité du génome probablement grâce au rôle régulateur 
qu'elle a sur le cycle cellulaire et l'apoptose (Tong et al., 2005). Lors de la perception de 
dommages à l' ADN par la cellule, il y a activation des mécanismes de réparation de l' ADN et 
arrêt du cycle cellulaire notamment via l'activation du facteur de transcription p53 qui a, 
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notamment sous son contrôle, l'expression du gène Gadd45a. La protéine Gadd45a est décrite 
comme étant capable de maintenir et d'amplifier l'activité de p53 par feedback positif en 
activant la voie des p38/JNK MAPK (Hildesheim et al., 2002). La protéine Gadd45a pourrait 
donc jouer un rôle dans l'apoptose par la régulation qu'elle exerce sur la protéine p53 et par 
l'induction de la dissociation de la protéine Bim (protéine pro-apoptotique du groupe des 
« BH3-only » de la famille Bcl-2), des microtubules permettant ainsi sa translocation dans la 
mitochondrie (Tong et al., 2005). Une fois dans l'organite, la protéine Bim peut interagir avec 
Bcl-2 et d'autres membres anti-apoptotiques de la familles Bcl-2 tels que Bel-XL, BclW et 
Mcl-1 et inhiber leur fonction anti-apoptotique (O'Connor et al. , 1998). 

La diminution de l'expression du gène codant pour la protéine Gadd45a pourrait, si elle est 
confirmée, participer à rendre les cellules 143B rho0 plus résistantes à l'apoptose induite par 
la staurosporine. En effet, l'un des mécanismes de l'induction de l'apoptose par la 
staurosporine passe par une augmentation de la production des radicaux libres de l'oxygène 
dans la cellule qui vont pouvoir réagir avec les bases de l' ADN et y causer des dégâts. La 
protéine Gadd45a étant impliquée dans la réponse aux dommages à l' ADN, l'expression 
moins importante de la protéine pourrait contribuer à expliquer la plus grande résistance des 
cellules 143B rho0 à l'apoptose induite par cette molécule. 

On peut observer une surexpression des ARNm transcrits à partir des gènes codant pour les 
protéines anti-apoptotique Bcl-2 et Mcl-1 dans les cellules 143B rho0 lorsque celles-ci sont 
incubées pendant 6 heures avec de la staurosporine à 100 nM. Ces deux protéines font partie 
de la famille anti-apoptotique des protéines « Bcl-2-like » et jouent un rôle important dans la 
régulation du processus apoptotique. Comme il a déjà été mentionné, Bcl-2 et Mcl-1 sont 
capable d' interagir avec les protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 telles que Bax et 
d'en inhiber l'action pro-apoptotique (Zimmermann et al. 2001). Si les résultats obtenus lors 
de l'hybridation sur la « DC Human Apoptosis » sont confirmés et corrélés avec une 
abondance plus importante de ces deux protéines, cela pourrait expliquer, au moins en partie, 
la plus grande résistance à l'induction de l'apoptose par la staurosporine à 100 nM que 
présentent les cellules 143B rho0

. Il est également intéressant de constater que les gènes 
CDKNlC CDKN2A et CDKN2B codant des protéines inhibitrices des CDK sont tous sous
exprimés dans les cellules 143B rho0 incubées en présence de staurosporine 100 nM. Comme 
nous l'avons illustré dans le cadre de la réponse apoptotique médiée par p53 induite par les 
dommages à l' ADN, le cycle cellulaire et l'apoptose sont deux processus opposés (Haupt et 
al. 2003). La diminution de l'abondance des protéines inhibitrices des CDKs dont nous 
venons de parler pourraient favoriser le cycle cellulaire et par la même occasion augmenter la 
résistance à l'apoptose induite par la staurosporine des cellules 143B rho0

. 

Enfin, même si nous nous éloignons un peu du sujet de ce mémoire, il est intéressant de 
constater que le gène codant pour la protéine TRAF5 est sous-exprimé dans les cellules 143B 
rho0 et sur-exprimé dans les cellules 143B. Cette protéine possède un rôle protecteur lors de 
l'activation de la voie extrinsèque de l'apoptose par les membres de la famille du TNF en 
permettant la phosphorylation d'IkB et donc l'activation du facteur de transcription anti
apoptotique NFkB (Sakurai et al., 2003; Tada et al., 2001). Les résultats que nous avons 
obtenus pourraient peut être expliquer une plus forte sensibilité des cellules 143B rho0 à 
l'induction de l'apoptose par le TNF lorsqu'elles ont été préalablement incubées avec de la 
staurosporine. De manière intéressante, soulignons encore que l'équipe de O'Connell a déjà 
montré que la staurosporine pouvait hypersensibiliser des cellules L929 à l'apoptose induite 
par le TNFa (O'Connell et al., 1997). Cependant, des investigations plus poussées seraient 
nécessaires à la confirmation de cette hypothèse. 
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En conclusion, les expériences que nous avons réalisées dans ce travail nous ont permis, de 
mettre en évidence que les cellules 143B rho0 semblent plus résistantes à l'apoptose induite 
par la staurosporine et de débuter des recherches sur l'identification des mécanismes 
moléculaires sous-jacents à la différence de sensibilité observée dans les cellules présentant 
un dysfonctionnement mitochondrial chronique. 



Conclusions et perspectives 
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4. Conclusions et perspectives 

De nombreuses maladies humaines ont pour origine des dysfonctionnements de l'activité 
bioénergétique de la mitochondrie qui peuvent être causés par des mutations et des 
réarrangements dans les ADN nucléaire et mitochondrial, vestige de l'origine 
endosymbiotique de l'organite. Ces dysfonctionnements vont engendrer une perturbation 
générale de la cellule et des tissus atteints en modifiant l'homéostasie du calcium, la 
production de l' A TP, la génération de radicaux libres dérivés de l'oxygène ou encore 
perturber le métabolisme des lipides et des stéroïdes. Parmi les pathologies causées par ou 
associées à des dysfonctionnements de la mitochondrie, on compte de nombreuses maladies 
neuro-dégénératives telles que les maladies d'Alzheimer et de Parkinson, sujets d'étude à 
succès dans notre population vieillissante. Si le dysfonctionnement mitochondrial active de 
nombreuses voies de signalisation cellulaires participant à la communication moléculaire 
rétrograde, les maladies dégénératives causées par la perte de l'activité mitochondriale 
résultes souvent d'une mort par apoptose non régulée des cellules neuronales. De nombreuses 
études ont déjà été menées sur différentes lignées cellulaires afin de caractériser les processus 
apoptotiques des cellules présentant un dysfonctionnement de l'activité bioénergétique de la 
mitochondrie induit par des déplétions partielles, totales ou encore par des mutations 
ponctuelles dans l' ADN mitochondrial. Ces études soulèvent actuellement une controverse 
dans la littérature quant à la sensibilité de ces cellules à l'apoptose. En effet, deux hypothèses 
s'affrontent et il s'avère que, selon la lignée cellulaire étudiée, la méthode utilisée pour 
induire l'apoptose ou encore la nature et la sévérité de l'altération mitochondriale, on observe 
que les cellules sont plus sensibles ou plus résistantes à l'apoptose induite. 

Dans ce travail, nous avons débuté l'étude de la sensibilité de cellules 143B rho0 (dérivées 
d'un ostéosarcome humain et déplétées en ADNmt) à l'apoptose induite par la staurosporine et 
initié la recherche de mécanismes responsables de la résistance de ces cellules à l'apoptose. 
Nous avons donc mis au point un modèle d'induction de l'apoptose par la staurosporine, une 
molécule apoptogène qui modifie l'homéostasie du Ca++, augmente la production des ROS et 
inhibe, de façon non spécifique, les PKB/Akt et PKCs connues pour leur(s) rôle(s) anti
apoptotique(s)(Won et al. 2003). Ce modèle cellulaire nous a permis de réaliser des dosages 
de la fragmentation de l' ADN et de l'activité de la caspase-3 au cours de l'induction de la 
mort cellulaire programmée des cellules 143B et 143B rho0 par la staurosporine. Nous avons 
également réalisé des marquages en immunofluorescence suivis d'observations en 
microscopie confocale et des Western blots sur différentes protéines anti- et pro-apoptotiques 
afin d'étudier les variations d'abondance et de localisation induites par la déplétion en ADN mt 
ou par une incubation des cellules avec de la staurosporine. Enfin, nous avons réalisé des 
hybridations d' ADNc, obtenus après rétrotranscription d'extraits d' ARN totaux des cellules 
143B et 143B rho0

, sur deux damiers à ADN: le « DC Human General » qui reprend des 
sondes de capture permettant l'analyse de l'expression de gènes codant pour des protéines 
impliquées dans différentes voies de synthèses, de régulation et de transduction du signal et le 
« DC Human Apoptosis » spécialement élaboré pour des recherches menées sur l'apoptose et 
le cycle cellulaire. Ces hybridations nous ont permis d'étudier des variations d'expression de 
gènes causées par la déplétion de l' ADNmt dans les cellules 143B mais également de 
rechercher l'effet différentiel de la staurosporine sur l'expression génique des cellules 143B et 
143B rho0

. 

Bien que ces résultats soient préliminaires et doivent être confirmés et/ou complétés, les 
dosages de la fragmentation de l' ADN ont montré une plus grande résistance des cellules 
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143B rho0 à l'apoptose induite par une incubation en présence de staurosporine à 100 nM. Ces 
dosages nous ont également montré que l'induction de l'apoptose passait par une voie 
dépendante de l'activation des caspases, comme l'atteste l'inhibition de la fragmentation de 
l' ADN induite par la staurosporine obtenue en présence de zV AD-fmk, un inhibiteur des 
caspases, et ce dans les deux lignées cellulaires. Rappelons que la fragmentation de l' ADN 
induite par l'exposition à la staurosporine n'est pas inhibée en présence de molécules qui 
inhibent l'ouverture du PTP. Ceci suggère que si la libération de cytochrome c par la 
mitochondrie se produit lors d'une incubation en présence de staurosporine (ce que nous 
devons encore mettre en évidence) le mécanisme pourrait être différent et lié à une 
modification de la perméabilité de la MME résultant de la perturbation de la bicouche 
lipidique. Rechercher l'effet de molécules antioxydantes adressées à la mitochondrie (MitoQ: 
un dérivé quinone) et/ou d'inhibiteurs de PLA2 sur la libération du cytochrome c et la 
fragmentation de l' ADN pourrait donner des informations sur le mécanisme de libération du 
cytochrome c. Enfin, le dosage de l'activité de la caspase-3 nous a permis de montrer une 
plus forte activation de cette enzyme dans les cellules 143B rho0 incubées en présence de 
staurosporine. Il serait intéressant de confirmer et de compléter ces résultats par des dosages 
de la fragmentation del' ADN, réalisés sur des cellules incubées en présence de staurosporine 
à deux concentrations (100 nM et 500 nM) et pendant différents temps (4, 6, 8, 12, 16 et 24 h) 
afin de suivre et de comparer l'état de la fragmentation de l' ADN nucléaire dans ces 
conditions. En parallèle, il serait impératif de doser l'activité de la caspase-3 dans les mêmes 
conditions afin de mettre en évidence une éventuelle corrélation. Paradoxalement, nos 
résultats semblent suggérer que la caspase-3 pourrait ne pas être un effecteur important de la 
fragmentation de l' ADN en réponse à la staurosporine. En effet, si l'on compare l'état 
d'activation de cette protéase dans les cellules 143B et 143B rho0 en réponse à la 
staurosporine, on observe que l'activation de la caspase-3 est plus forte dans les cellules 143B 
rho0 qui présentent une fragmentation de l' ADN plus faible. Cette corrélation négative est 
également observée pour les cellules 143B qui montrent une faible activation de la caspase-3 
en réponse à un traitement en présence de staurosporine alors que la fragmentation de l' ADN 
est plus élevée que dans les cellules rho 0. Des dosages d'activité d'autres caspases effectrices 
comme les caspases-6 et -7 ainsi que la recherche de l'effet d'un inhibiteur spécifique de la 
caspase-3 comme le zDEVD-fmk: pourraient nous aider à identifier la ou les caspase(s) 
responsables de la fragmentation de l' ADN et donc de l'induction de l'apoptose par la 
staurosporine. 

Plusieurs hypothèses peuvent être émises afin de tenter d'expliquer la plus grande résistance 
des cellules 143B rho0 à l'apoptose induite par la staurosporine. Tout d'abord, les résultats des 
hybridations sur les damiers à ADN « DC Human General » et « DC Human Apoptosis » 
nous ont montré une diminution de l'abondance des transcrits de nombreux gènes codant pour 
des protéines pro- et anti-apoptotiques. Nous avons également pu constater qu'une incubation 
des cellules avec la staurosporine provoquait, dans les cellules 143B rho0

, une augmentation 
de l'abondance des transcrits codant pour les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Mcl-1. Si 
ces résultats se confirment et se reflètent sur l'abondance des protéines qui serait également 
augmentée dans les cellules 143B rho0 incubées avec la staurosporine, l'effet anti-apoptotique 
potentiel de Bcl-2 et Mcl-1, tous deux capables d'interagir et de séquestrer les protéines pro
apoptotiques « Bax-like » , pourrait expliquer, au moins en partie, la plus grande résistance des 
cellules 143B rho0 à l'apoptose induite par la staurosporine. Sur base de l'importance des 
translocations de protéines dans une réponse apoptotique, mentionnons que l'analyse de 
l'abondance et de la· localisation des principaux acteurs de la « famille Bcl-2 » devra 
également être réalisée sur des fractions subcellulaires plus purifiées pour minimiser les 
contaminations et donc les difficultés d'interprétation des résultats. La variation de 
l'abondance relative des protéines pro- et anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 pourrait, en 
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effet, être un facteur important permettant d'expliquer la plus grande résistance des cellules 
143B rho0 à l'apoptose induite. 

Les résultats de l'hybridation sur la « DC Human Apoptosis » montrent de plus que 
l'incubation des cellules rho0 avec la staurosporine entraîne une sous-expression des gènes 
codant pour des protéines qui inhibent le cycle cellulaire et/ou favorisent l'apoptose. Parmi les 
gènes sous-exprimés dans les cellules 143B rho0

, on peut citer les gènes codant pour le facteur 
de transcription p53 et Gadd45a qui pourraient également être impliqués dans la plus grande 
résistance de ces cellules à l'apoptose induite par la staurosporine. Deux hybridations d'ADNc 
supplémentaires, faites à partir de doubles biologiques, et des validations par PCR en temps 
réel devront également être réalisées pour les deux damiers utilisés afin de confirmer les 
résultats obtenus lors des premières hybridations. Il serait également intéressant d'étudier 
l'abondance et/ou l'activité de protéines d'intérêt comme p53 et Gadd45a, de mesurer la 
production des ROS (par l'utilisation de sondes fluorescentes) dans les deux lignées 
cellulaires incubées en présenGe de staurosporine, et de rechercher leur implication éventuelle 
dans la fragmentation de l' ADN nucléaire. 

Nous nous sommes également intéressés à l'implication du calcium sur l'activation de la 
caspase-3, un messager secondaire également décrit pour jouer un rôle dans l'apoptose induite 
par la staurosporine. Les dosages d'activité de la caspase-3 en présence d'un ionophore pour 
le Ca++ ou d'un agent chélateur nous ont tous deux montré que le Ca++ avait un effet 
protecteur sur l'activation de la caspase-3 induite par la staurosporine dans, respectivement, 
les cellules 143B et 143B rho0

• Cet effet protecteur a déjà été décrit dans la littérature et 
pourrait passer par l'activation de la PKB/ Akt qui phosphoryle et inhibe, entre autre, la 
protéine pro-apoptotique Bad ainsi que par l'activation de la calcineurine, tantôt pro- tantôt 
anti-apoptotique en fonction du contexte cellulaire (Lotem et al. 1998). La calcineurine 
activée pourrait avoir un effet protecteur contre l'apoptose en activant différents facteurs de 
transcription et protéines anti-apoptotiques (Lotem et al. 1998). 

En conclusion, contrairement à ce qui a été montré précédemment dans la littérature, il 
semble que les cellules 143B déplétées totalement en ADNmt soient plus résistantes à 
l'apoptose induite par la staurosporine que les cellules parentales. Nous avons entamé la 
recherche des mécanismes sous-jacents à ces variations et avons émis l'hypothèse que 
l'expression différentielle de certains gènes dans les cellules 143B et 143B rho0 en réponse à 
une incubation en présence de staurosporine pourrait rendre compte de la différence de 
sensibilité observée. Ces études devront être poursuivies dans le futur et devraient conduire à 
améliorer les connaissances des mécanismes de la réponse apoptotique de cellules déficientes 
pour l'activité mitochondriale, une caractéristique de plus en plus suspectée dans de 
nombreuses maladies mitochondriales. 
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Ca~/ S100 caJdJm bk-ông p,olein Ni (calgranuln A) S100A8 S100A8 NM 002964 ~ Celcyclo Calcium birdng ,_,.., Aldo ALllOA NM 0000~4 P04075 HooseKeeping gene Reversibly cleaves FBP inlo DHAP and GAP 

Caspese2 CASP2 CASP2 NM 001224 ffilli Aj>Op<osi5 .tdvaled in cyto&oxic stress,rf!Ql,ired k>r fie permeabiz.ation ol ril<>c:hondria,requited for sttess-induced apop10sis 

Caspase3 CASPJ CASPJ NM 004346 Pd7574 -... Initiation of apopioticcel dealh; PAAP deavage prolease 

Caspase7 CASP7 CASP7 NM 001227 5lliQ ApoplOSÎS Proteolysls;apoptosis re!ated cyS1efl protease 

Caspese8 CASP8 CASP8 '""' ·, 015519 Apoptosis Thlol protease; PARP deavage prolease=signature apoptotic fragments 

.llplla·tub<m Tubu K•AlPHA•1 NM OMOB2 E05M Hous,Keep;ng gene Forrnt.elTicrotublie 

Caspasri CASP9 CASP9 NM 001??9 P55211 Aj>Opl ... Partidpates in ca.spase-3 advalion in vkro. 

Catenin,beta1 CATS CTNN81 NM 001904 mm Cela<llesion Adhfflns junction prolei'l;üiks catllems 10 me cylOskefelon 

Calhepsi>B CTSB CTSB NM 001908 ~ Proleinmetabolism lysosomal cyslffie (!Nol) proteinase thal cleaves APP 

Calhepmll CTSO CTSD M11?l "'' ;:,4 Proleinmetaboism lysosomal aspa~ protease 

CalhepSd CTSI. CTSL NM 001912 mm Prolerl metaboism Lysosomal cysleila (IOOI) protease 1h11 deaves colagen and elastin 

Caveolin1 CAV1 CAV1 NM 001753 ~ Celcycie Tumor suppremrand stnduralC(Jll')900entolc:aveolarmembratles 

Caldhlision cyda42 
' 

., COC42 COC42 NM 001791 P21181 CeNstruch.Jre GTP•bindingprolein 

Cycln-dep<ndent kinm2 . COK2 CDK2 NM 00179R EZAill Celcyclo Transferase;Sed'Thr protein Kinase; cel division kinase 2 

Cydn-<!epe<tdent """' COK4 COK4 U79269 Eill02 Celcyclo Phospho,ylales pRb and inactivates ils rep,essor h.n:lion 

Cy<io-ntki>aso6 COK6 CDK6 NM nnpso :n"34 Calcyclo lnleracts with 0-type cycfrls and phosphot),tales pRB in G ti)hase 

Colagen, ~pe V\, alpha 2 ' C<l.6A2 COl.6A2 NM 001849 ill11Q Extracelkiarmatri.11 Muscle developmenc; collagen 

ComlWsmalproline-ochprole.l 18 SPRR18 SPRA1B NM M1125 ~ Celdilferenîation Epidermal <1<,e1opmen1 

Prostaglandin-endoperoxkiase synlhasa 2 COX2 PTGS2 NM 000963 ~ l..ipidmetabolism Regu&alion or prmtagtandin syrmlesis;pro.staglando syntiase 

Crealin-kilase,brail CK8 CKB M16364 !'.illlI lnlermeciatemetabolism CreatWl Ü'lase,lsolorm 

Ubiqui~gating enzyme E2 verlant1 ~ 

" 
CAOC1A UBE2V1 NM 003349 QfilRY,11 ONA repair / synlhesis ONA repalr regulalion; ublqulting conj\Jgating enzyme 

Colony stimtlatiog facto, 1 CSF1 CSF1 M37435 ~ Growth lac1ors and cytOkines Role ln development ol VIe placenta;Diflerentialion; plasma glycoprolein 
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Colony sllmulat!ng lactol' 1 ,eceptor CSF1R CSF1R NM !la,11 P07333 Cel slgnallng / receptor Antl-palhogen response; receptor !or macrophage sllmulating lac10f 

~•ml.legrow!hfacior CTGF CTGF U14750 E2926a Growlh lacloo and cytokilts Epidermal devek>pmenl;connecfve tissu grow1h lactor 

Beta-Actin ACTil ACTil NM 001101 ~ HouseKeeprlg gene Mato, cons11tueri of contrde apparal.11 

o,.,inA1 CCNA1 CCNA1 NM 003914 ~ Celcyde RegtAaklrs of COK kiiases 

Cyc"181 CCNB1 CCNB1 NM n~1<llSR ~ Cel cycle G2mltollcspecillccyclln 

Cycïr>D1 CCND1 CCND1 NM 0530,6 ~ Celc,de AeglAalDry subunl ol COK◄ ot COK6 

Cydn02 CCHD2 CCND2 NM 00175~ Will Celc,de RegûalDry subl.rll ol COK◄ ot COK7 

C)tinD3 CCND3 CCND3 NM 001760 ENID Cel cyde RegtAatory subooi ol COK◄ ot COK6 

CyclinEt CCNEt CCNE1 NM 001238 ~ Cetlcycle Aegulatory subunlt of CDK2 

CyclnF CCHF CCNF N>1 0017fi1 illQQ2 Celcyde Membef ol the F-box protelns 

CyclnH CCNH CCHH NM 001?39 Elli!6 Celcydo Phosphosrylates and adlvates cycin-dependant proteil kmses ln 1he reoulatm of cel cyde progressial 

Dihydrololalerecklctase DHFA OHFR NM 000791 eQQill Ctl cyde Dtlydrolo&altreductaH 

Transcriptioofactor Op-1 - DP1 TFDPt NM 007111 QQQlli Transcription M&d/ator ol transcrlpllonal activation by TGF·beta receptor;lnvotv&d ln the celt cycle ; Pol li transcription 

transcriptionlactor()p-2 DP2 TFDP2 NM 00fi2S6 014188 Transeripllon Transcripllonfacior ; Pollttranscriptlon 

E2F transctlplSon facior2 E2f2 E2f2 NM 004091 9illœ Transcription Transcrlpionfactor ; bklds Rb proteln 

E2F transcr\)tion lacior3 E2F3 E2f3 NM 001949 QOOlli Traoscripfon Transcrlplfon lacior; blnds Rb proieln 

E2F traoscripllonlactor4 E2F4 E2F4 NM 00 1950 QillM Transcription ONA blndlng protein reqolred 101 transcription; blnds p107, p130 protells 

CyclopMn ~N peptidy!p,ol)< lsome,a,e E cyc cyd PPIE AFlld?JSS OOlllie9 HouseKeeping gene Accelerale the loking of proCelns 

Epidermat g1ow1h taciol receplor EGFA EGFA NM 005??8 EQQm Cel sl,gnarl'IQ / recepk>f Aeceplor b EGF;ldnaH llat attaches phosphate grcups to tyrom,t residues ln pn:ileins 

eanyo,__, EGR1 EGR1 NM 001964 e1lli2 Transcrip11on Earty gr<M1h response gene;Tumot suppressor 

Earty growth rasporsel EGR3 EGA3 NM n .. 10 Q~ Transcription Transcription factor,contalns zilg-fioger DNA-blnding domaln 

Euka,YotlctranslationlnitlaPOl'lfactot 4E EJF4-E EIF4E NM 001~• ~ Protelnmelaboism Aecognlzes and blnds lhe mRNA cap OOrlng Ill earty step Il Ile llhlation of proteln synflesls 

Bedron-transfert-llavoprote!n, bel.a polypepfde ETFB ETFB NM 001985 P38117 lntermedate melaboism Mitochondrial tatM acid catabotism 

Baslg~ BSG BSG NM 001728 ~ ExtracttllJarmalrlx Stimulales matm: metalopo!elnase synlhesis in fibrob&asts; Tumor progression 

Ems 1 sequef)(:e ., EMSt EMS1 NM '""" Q1illI CeUsl/Ucture Organisallonofcytoskelelonandcelaclleslonstructures 

Estrogen ,ecei;:w 2 ESR2 ESR2 xss101 Qllill Celslgnallng/receplor R99ulatlon of reproduction; Slerokl hormone receplor 

\'Dl\ -lebfand Factor VWF VWF NM MOSS? Pn4?7<; C""'alon Camer fo, factor VIUC and majo, medalOr of pûtelet-vessel wal ll!eration 

RltoolastgrOIY'tllador8 . FGF8 FGF8 U36223 p,,.11, Gro'tlr'lhtaciorsandcytoklnes Stimulates growti of ile cels Il an au1ocme manner, medlales hormonal aclon on fle grOW!h ol cancl!f cells 

Filroblasl gtOW1h lactot 2 FGF2 FGF2 NM 00?006 e.Oll0.36 Grow1hlaciofsandcytoklnes Mitogeolc, anglogenic, and neurotrophic lactor 

Rbroblasl growltl factor reœptor 1 ,• FGFA FGFA1 NM M0M4 Ellm Cellslgnal!ng/receptor Glycosylated receptor tyrosine kinase that blnds both addk: and basic fibrobtas1 growlh laclors 

Fragle hlsticine lrlad gene FHIT FHIT NM 002012 ~ DNArepalr/synlhesis ciadenoslne S',s-'·P1 ,P3-t~te hydn>lase 

Jlb,onecfn 1 FN1 FN1 X02761 P0?751 ExtracelUatmatrlx Ex'trace!Uar matrix; Glyroproteln 

DNA-damaQt..JndlX:1bie lransclipt3 GADD153 DDIT3 540706 ~ DNArepalr / synlhesls DNA damage response; transc~llon co-repressor 

Ge1Sol'1 < - ' GSN GSN xn.1,1? ~ Cell slructure Cald1.m-dependent proleln; modula!es the aclln 

Glucos~-phosphate dehydrooerwe G6PD G6PD NM Dnlld/1, eJ..1il3. lntermediale metabolsm 01CYdoreductase; Oehydrogenase 

GJyce,aldel!yôe-½hosphal• dell)<J,ogenase GAPD GAPD NM 00?046 P04406 HouseKee~ geoe Catalyzes an impo(tanl anergy-yleldong 51ep n cartxitydrate metaboism 

Gluta1hloneperoxk:lan 1 GPX GPX1 M21304 emro Oxidatlve metabo&sm selefWm containing enzyme;tunctlon n01 defined 

Gtowth lac1or ,ecep)or-bound prolein2 GAB2 GAB2 NM 002086 ~ CeNeyde mltogenesls and cyloskeletal reorganlzatlon 

Gh.rtalhklne S-tranderase pl ' GSTP1 GSTP1 NM MOSS? µ04,11 Oxidatlvemetabolism Important rote ln delaxibtlon;Aeduced gluta!None 

Herne Ol'fgenasa 1 - HMOX HMOX1 NM 00?1'1 ~ Stress response Cleaves lhe herne ring 10 loon bilvriin and casbai moooxlde 

tisk'.lne2b member BIS consensu!I tilstxle 1, H2bk H2B/S HIST1H28K NM rJHl!o4 P57053 Chromosomal processing Nucieosome struc1ure 

Hiskrle3 member F cot'I.Wlsus/ Hislooe 1, tj:31 H3FF HIST1H3I NM 003533 E.1fill12 Chromosomal processing Aesponslble for the nucleosome slructure wilhln chromosomal flber SI eukaryoles 

Hlskrle◄ membet M COi'\HnSus/ Histone 1,H◄I H4FM HIST1H4I NM 003495 ~ Ctvomosomal processlng Nudeosome structure 

Heat shock 27kDa proteSI 1 HSP27 HSPB1 AB020027 ~ Stress respoose Orug reslsrancellhermoimerance 

H<at "'°"' ◄(Id) prot,lnl/ DnaJ(Hsp<O)homaoo - HSP◄O DNAJB1 n40"'11 lli2fili Stress ,espanse Prevenl aggregalion of newty translated prolelns 

~, shOCk 71)(0a proteln~ HSP70 HSPA4 ABn21420 P34932 Stress 11sponse ATP blnding and heal shock proleln 

l-leat shodc OO<Da pmteln1,alpha HSP90-a HSPCA X15183 Pf17QM Stress respansa Moleeular chaperon, ATPase adMty 

He.al shock 9CJ<Oa proleln 1, beta HS,,.,,. HSPCB NM l1fl71aa EQill!I Suess response Mc6ecular chapel'Q"i, ATPast ac:tMty 

lnt~iJaraltlesicnmoleaJle1 ICAM-t ICAM1 .ln111? eo.5362 Ceaa<fleslon Surfact glyalprolein; blnds lhe lltegril LFA-1 (ITGB2) and promoles adheslon 

HexOl(lna$1! 1 Hk1 HK1 M75126 P19367 HouseKeeplng geoe Ca1alyzes the firsl step ln glucose melabolism{glucose-gtucose-6,phosphale) 
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.......... ~eg,..,...,, 1aaorD100ing P'"""""""' •==• ~,oc< M'=IU f' ,rn,n uiv"1111-..1U1a 311u \.Y-..i1es o,-., ~=,,.-~- • 
lnsoin-!i<e grM fado, binding prole"3 IGFBP3 IGFBP3 X64875 ~ Growih lactors ar<I cyloki,es GrOWVl ladof modulation 
lnsulin-tite growth factor bincfing proœin5 IGFBPS IGFBPS M65062 ~ Growlhlaciorsandcytoki'les Growth lador modulation 

lnsulin-üke growlh fador1 ... IGF1 IGF1 X57025 ~ Growih lac1or1 ar<I cyloki,es Muscle/skelelal development; Growll faclor 
lfl!Ûîn like growth factor1 receptor IGF1R IGFIR NM 000875 eom Cel s9"1ing I reœp,,r Anti-apoplolic; receplor 

lnlerleukii1a~a ll1A ll1A NM OOO'i7'i P01583 Growihlactorsandcyloki,es Ampify lhe inmll\e and inllammalcty responses 

lnlerteukin1beta ll1B ll1B M15330 PlliM Growth factors and cylokiles Initiation and amplification of lha immooe and lnffarrmatory resl)Oflses 

lnferleukin 10 IUO ll10 NM 00007? P22301 Growth factors and C)'lokiles Chemotaxis; CytOkrle synlhesis Wiibrloly licicw 

lnlerk!ukil 11 ll11 ll1 1 NM 000641 P2Qfil!9. Growih lackn ar<I cyililes lnduces prciiefation of hlrnan Î'<els 

lrrteœukin 11 -raceptOl•alpha ll11RA ll11RA U32324 016542 Cel s9"iing I reœplor M~bôogcacïvitiesonlympho/lemalopoieliccells;Encodes fie L-11 recepl<>-

lntarleuki'l15 ll15 ll15 NM OOO'iBo P40933 Growth factors and cyloki1es Affects T .œl activation and proliferation;Anfi-palhogen response ; Cytolooe 

lnterleuki, 4 IL< Il◄ NM 000589 .EQill2 Growih lactors ar<I c:y1ol<iles T Cel prolleraHon; Cy1oi<k,e 

Hypo,anlhine pt-osi,horibosyltranslerase 1 HPRT HPRT1 NM 000194 PQQ122 HouseKeeplng gene Purine satvage pathway 

lljle"8ukil 6 ll6 ILS NM OOOnOO P05231 Growlh faciors and cytomes lnduces the maturation of B cells ilto ilrvnunoglobulin•secretWlg cels 

lnlerleuki'1 8 ILS ILS NM 000584 ~ Gro'N1hfactorsandcylokiles Chemokine that regulale cel traffickiog ol various types of leukocytes; rcle ln developmenl,homeostasis,fl.rlclion il lhe Immune systen 

lnhibilorol g<t>wih family, membe< 1 ING1 ING1 NM 005537 000532 ÎUll'IO(SUppressor Grow1hregulal0r ; T!..morsuppressoc 

~tegnnalplla8 ITGA6 ITGA6 NM 000210 ~ Cela!llesion Receptor; signal transduction 

ln!egrin atphaS ITGAS ITGAS NM 002205 P08648 Cellacileslon Ftbroneciin receplor; mediates the bindiog of cells to fibroneôn substrata 

lntegnnbe~1 ~ ITGB1 ITGB1 NM 00221 1 ~ Celladhesion lnlegl'Wl: Fibronectin receplOf 

M1logen activaled protein kinases JNK1 MAPKB l 2631R ~ Stressrespmse Mitogen.-ated prolOWI üia,.,participates • signaing system 

Mdog"1 activaled prolOWI üiase9 JNK2 MAPK9 U09759 ~ Stress response AeglAates c1,ln, Kilase 

Mitogen·activated proteW'l kinase tO JNK3 MAPK10 NM 002753 P53779 Stress response Member of MAP kmse; activale the Jun transcription factor. 

Jun O prolo-oncogene JUNO JUNO NM 005354 ~ Transcription ANA pol Il transcription factor, Oncogeoe 

antigen identified by monoclonal antioocfy Ki-61 Kl-67 MKl67 NM 00?417 P46013 Celcyde Aequired lor maintening cel p,olileration 

MAX protein MAX MAX NM 002382 rnfil2 Transcripllon Transcription tactor, kums heterodmers will MYC, MAD and reglAates gene expression 

MOM2 MDM2 MDM2 NM 00239? 000987 Celcyde Transcription lactor,acts as a major reguiltorof tle li.Inor sl.4>P(&ssor pSJ 

Milogeo IICMted prolein ki(lasa kinas&1 MEK1 MAP2K1 l 11 284 QQ2Z5Q G<t>wihlactorsar<lcyloki,es Chemotaxis, Kinase 

Ma~te dellydrogenase 1 MOH MOH1 NM 005917 ~ HouseKeeplng gene Catatyzes Ile reversible OJ.idation of matale 10 oxaloacetale 

Mitogen actiYated proteinki0ase kinase2 MEK2 MAP2K2 NM 03066? l:illllI Growth factofs and cytoki,es Chemotaxis, Kinase 

'lettion"6-5Ulloxide-reduclase A/pepli<lo " MSRA MSRA AF183420 QfilLlM Oxidative metaboism Melhionine metabolism, oiidorecudase 

Mitasi'E, cèntromete protein F CENPF CENPF U30872 ~ Ctvomosomal pnx:essing Ccntrolof mitosis 

Milotic-œntromere-êl$$0Cialed-mesivKÎ'leSil famiy member 2C KNSL6 KJF2C NM MAA4'i 099661 Ctvomosomal processing Mi::tolubule moto,, Kiiesin,i'nplcated il i'llracelUar transport events 

Mloti<:-kilesi'Hike-proteln1 /kifl(lSII\ family~r 23 KNSl.5 KIF23 NM 004856 QQ2.2i1 ChromosomaJ processtig Microtubue motor, Kioesin 

Malrii metahoproteinase 1 MMP1 MMP1 NM 002421 P03956 Extracellularmatrix lntetStitial coUagenase, cleaves oolagens (type 1, Il, m, VII and X) 

Matrix metalloprOleinase 2 MMP2 MMP2 NM 004~io ~ Extracellularmalrix GelaMase A (type IV collagenase); degrades gelatin, types IV, V, and VII colagen, and fibro,ectin 

Malttx metalop<otelflase 3 MMP3 MMP3 NM 002422 PQlllli Exlrlcelluarmatrix Etlracellua, matrix, degrades ttwonec:in, colagens 

Maùi< metaloproteinase 7 MMP1 MMP1 NM 00242~ P09237 Ettrac~armatrix Malrilysin 7;expressed during the migratia'4)roliferation phase 

Matrix melalloproteinase 9 MMP9 MMP9 NM 004994 PlillQ Extracellularmatrix Type IV collagenase; digests type IV and type V colagen 

Mal/Vt meta/loproteinase 1 t " 
-••· MMP11 MMP11 NM 005940 Plli1I EttracelliJarmatrtx Stromelysin 3;involved in physiologie and pathologie processes associaled wllh extraœlular malrix remodeing. 

Malrix metaloproleinase 12 ,. MMP12 MMP12 NM 00?4?R P39900 ExtracelUar malrix ~ar matrix, de9rades etastin,impo,tanl i'I tissue remodeing and repait ciJring clevelopm«d and inffammalion 

Matrix melaloprotanase 13 MMP13 MM.P13 NM 002427 lliill Extracelluar malrix Collagenase 3; degrades fi>rilar colagens 

Malrix metalop<oteinase 14 MMP14 MMP14 NM 004CIQ5 P50281 Extrace!lularmatrix Transmembrane matrb: metalloprotease 14; activates !le colagenase gelalinase A 

MalrixmetaloprotEnse 15 ... - MMP15 MMP15 NM 002428 Pill11 Extract6Aar malrix Transmembrane malrix metalloprotease 15; acivales tie colagenase gelatinase A 

NCKadâplOrprotei'\1 ., NCK1 NCK1 NM 006153 rum. Cel sign~ing I reœpto, Signaltransduction;activateaàinnuciealion 

Nucleer receptor co-repressor 1 NCOR1 NCOR1 NM 00631 1 !llilli. Cel slgnaling I reœptor lnhibits transcription by honnooe receptors ln lhe absence ol igand 

Nuclear fecepiOt co-repressor 2 NCOR2 NCOR2 NM 006312 OID'§1B. Celsi!,lali,g/reœptor Transcriplion co-repressor; importanl in development,differenciation and onoogenesis 

Phosphai)ase "2/l'ffosile3-mooooxygenase/!JyplophanS-ITIOOOOfflenase adivallon pro PLA2 YWHAZ M86400 ~ HouseKeepilg gene Kilase acwaling hydràases tyr -Ir(, induœ, .., phospha,ytalion ol cytosoic subs .. les 

Omilhi\ed~1 ODC OOC1 NM oo,siq P11926 lnlannediale metaboism Arginine synthesis; ac:ts i'I ~amine biosynlhesis 

Ostconecll{l, secreted proteiri, acldic, cysleine•ridl ON SPARC NM 003118 PQ9.1.a2 censtructure Extracellular matrix, colagen bindlng, may be lnvolved in cell ptoli leration,repair ol tissue damage 

Osteopoo!W secn,ted phosphoprotein 1 OPN SPP1 NM 000582 O96IZ1 Erlracellularmatrix Extracellularmatrix 
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Ribosomal Proteille S9 
- ,, 

59 RPS9 NM 001013 Efilfil HouseKeej:'Mlg gerie Componeot ol the smal 40S l'i>osomal subooit 

C)'dit dependent ~nase lrllibilor 'lA p16 COKN2A L?7?11 Q8!fil6 Celcyde lrilibitor of G1 -spedfic COK,cydrl complexes 2A, tuno, Sll)pressor geoe 

Cydil dependanl ~nase lrl1ibilor IA p21 COKNIA U03106 ~ Cellcycle lrilibits cyclin-kinase activity,is ,egtAated at the transcriptional level by p53 

Cydin dependantkinase inh~nor1B p27 COKNtS NM 004064 ffilli Cellcycle lnhibilor of G1-spedlic COK<yclW'I complexes 1 B; media tes TGFbeta-flciJced Gl phase arr est 

Cydi, àependent kinaseS r~lory soourutt p35 COK5R1 NM OO:lAA5 e1Ml)fil Cellcyde Krlase;role n the reo,itation of the euwyotic cell cyde,t81J1iced b deveklpneri ri lhe mammaian central nervous system 

TumO(p,oteWlp53 p53 TP53 AF1n7R'i1 EQ4ill Cellcyde DNA-bncing protein; kJm(lt SUl)pflSSOf activity;role in DNA repair;induces apoplosis 

Cyclin dependeot kinase lrllibilor 1 C p57 COKNIC NM IXUUJ/S P49918 Cellcyde lnhibils G1-spedfic CDK-cydW'I complexes,negative ,e~lalor ol cel prolileration. 

Plasmlnogen activator inhibitor type1/ serine protelnasa inhibitor, clade E,member 1 PAJ1 SERPINE1 M14083 f'Qill1 Circulation Setina (or cysteine) proteinase inhibilor; Regulates fibMOtysis 

Plasmilogen activalOr W"lib~r t)pe21 serine proteinase Wlhlboor,dade B,member 2 PAJ2 SERPINB2 ~02685 EQillQ Circulation Sema pro'8-ase fltititor; lmi,its urokiwe-type plasrniK>gen activator 

P21 activated kinase1 PAK PAK1 NM 002576 llli.1fil Cel structure Targetol CDC42;promoles the disassembly of stress fibers and local a<llesions 

Proiferating cel nudear antigen PCNA PCNA NM OO?'iq2 l:1lllQ1 Celtcyde lncreaslng the ~rase's processibilily; cooelated with Ile proiferalive state of the cel 

Polo~keklnase PU< PU< U01038 ~ ONArepair/synlhesis Ser"1r kilase; involved in mitosis 

Polymorase ~pila POlA2 POLA2 NM ,rn""" 91ill1 ONArepair/synlhesis DNA polymerase 

Progestel'CW'le reœplor PGR PGR NM 1Y111Q?S P09874 Cel sçnalirlg / ,eœptor Transc:riptioo activatrlg fador.progesterone reœplor 

AOP-ooosyllraoslerase AOPRT AOPRT J03473 ~ DNArepair/synthesis DNA repair,encodes a chromatin associated enzyme 

Pyruvate-klnase-muscle PKM2 PKM2 M?6252 Elli18 lntennecfa!e metabolism Pyruvate kinase.muscle 

Retiooblaslome1 RB1 RB1 NM 0003?1 EQ§4QQ Celcyde lnteracts with hislane deaœtylase lo repress traoscriplioo; hmor repressa 

Ribonod,ot;œ;edJciase M1 pdypeolide RAMI RRM1 NM 001013 mm DNA repaif / synllesis Aibonudeotide reciJctase essentill for Ile prowction ol desoxyribooudeotides before DNA syntaesis in S ~a.se 

Serine Oehydralase SOS SOS NM 006Rd3 e2fil32 HouseKeeping gene Catafyzes the cOflVersioo of serine lo pyruva!e 

S100 calcium binding prolein A4 St00A4 St00A4 NM llll"JOS1 E2§ill Cellcycle Cakyan; Wlteracts wilh targets lo link exttaœll.Aa, slimul and cetlu\ar responses 

SHC lranslorming protein1 SHC SHC U73377 QQ1ID Oncogeoesis EGFRmodut-

Tran'9'1~ 51!22 TAGLN M95787 001995 Cel structure lnvotved in calcium interactions and contractile properties of the cel 

MAO,motilers agains1 dqcapeotaplegic hof1101og 1 SMA01 MAOH1 U59423 Q1lliI Cellcycle T umor suppressor;re~lates cell growlh,dilferantiatioo,matrtx prollJction,apoptosis;role dutlng the embryonal development 

MAO,molhers agains1 dccapenlaplegic homolog 2 SMAD2 MAOH2 llôR01R 015796 Cellcycte Tumor suppressor;role ln nudear &CQJmtiation and rliliation ol signaing 

MAO,molher, againsl dccapentaplegic homolog 3 SMAD3 MAOH3 usaorn Qm42 Cel cyde Tumor suppressor;eflec1o, ol TGFB respa,sa 
MAO,molhers agalns1 dccapentaplego homolog 4 SMAtJ4 MAOH4 U44378 ~ Cel cycle Tumor suppressor 

Superoxide dismutase2 S002 S002 NM mŒSS ElMlli Oxidative metabolism Oxiœrecoctase 

Telomerase-reverse le'Mscrtptase TERT TERT AF018167 014746 DNA repair I synthesis DNA polymerase,p,edcted to actas reverse ~tase;may have a rde in loonation ri lelomeres 

TGF-beta,R2 . TGFBR2 TGFBR2 050683 P37173 T umor supresSOf Tumor supressor, reœptor;1ole n the sp transo.âon lhat leads to mi1ogenic ,espooses 

Thyrri~neârmse 1 TKI TK1 NM 001258 P04183 Celtcyde Generales thymidylate !or DNA syntlesis 

Thyrr,JM beta 10 TBIO TMSB10 NM 0?1101 P11472 Cel structure Organization of the cytoskeleton 

Thymîdylale-synfletase . lYMS m.tS NM 001071 EQID!! ONArepair/synlhesis Catalyzes reductive methylation cl dUMP 10 dTMP 

lissuelnhitx1otofmetalloprCleÎtlaSe1 TIMP1 TIMP1 NM 003254 ~ Extracelutatmatrix lrMÎb lype IV colageoase (MMP2) stimJlates gr0'01h d erytiroidœls 

rTsssue im1lilol" of meta!loprcteinase2 TIMP2 TIMP2 NM 003255 l:lliQ35 Exlraœlularmatrbt lnhibils MMP2, Wlvolved in homeostasis of tie extracel)ular matrix 

T umor oecrosiS facto, TNFa TNF NM 000,Qd P01375 Growlh tactors and cytokines Enctotox.in; pathophysiology of sepsis,role in apoptosis 

Topoisomerase2~ TDP2 TOP'lA NM 001067 ~ DNArepair/synlhesis Relax ONA lolsion upon tepicatioo or tr~ 

Plasmnogetl aCWator tissue TPA PlAT NM nnno.n EQQllil Circulation seme protease lhal converts rlactive ~ to plasmin 

Talometic repeai binano tacton TRF1 TERFI U40705 098S14 ONA repal, / synthesis Telomerebincing 

Thromboxane-A2"1Bceptor TBXA2R TBXA2R 038081 P21731 Cel signa.Jing/ ,eœplor Muscle oontradion, receptor;stimulato, of platelet awregatioo 

Thrombospondin 1 TSP1 THBSI NM 003246 E!lm(j Celactiesion Adlesiveglycoprolein;polentangiogenic~ 

Thrombospondil 2 TSP2 THBS2 NM 003247 ~ Cela<llesion Actiesive glycoprotein;role n many cel adhesion and migration events 

Ubiquitin conjugaüng enzyme E2C/u~llin carrier protein UBE2C U8E2C NM 007019 ~ Protasome Proteotysis,igase 

Plasminogen aclivalor,Uroki'rase PlAU PlAU NM 002658 ~ Circulation Serine p,otease lhal cleaves plasmilogen to lofm plasmin 

Transferrlnreceptor - TFR TFRC NM 001?14 P02786 HouseKeeping gena Binds and inlernaizes the îron cam&r lrat'lslerrin 

Plamsinogen activalor, Urokiiase-,eœplôr uPAR PlAUR NM l}lrJf-i..,q ~ Cel sigoaf,ng I reœplor Key molecule in lhe regulation rJ cen-surfaœ plasminogen activation 

Vascular endolhel~ growlh tador VEGF VEGF AF022375 ~ Growlh lad.., end cyloi<i'les lndoœs endothel al cell prolileratioo and vascular permeability 

Vai,:ular endolheial growlh factor B '" 
VEGFB VEGFB U43368 E19ill Growlhtactorsandcytoki'les Binds hepa/YI and neuropiin-1 ,growlh lactot;MENI tumor supp,essor oeoe 

Vascular eodolhelial l)roWth factor C VEGFC VEGFC NM 005429 E!9Ifil Growth factors and cytokines Bi'ld and activate VEGFA-2 receptors 

Vascu1ar endo'1eial growth factor Dl c-foe induced growti lacior VEGFO FIGF NM 004469 Q4Jill Grow'1 lad011 end cylelœes 8.-id and aciivate VEGFA-2 and VEGFR--3 reœptors 

Vascula, endoihefiai orowti factor nicepton/ fms-relalad ty(osNle kinase 1 VEGFA1 FLT1 NM 002019 P17948 Cel signaling / ,eœplor Receptor tyrosine kinases; antagonlst of vaSOJlar endJlhelial growth factor 

Vascular enclo1helal growth factor recep\0(2 / Kinase lnsert demain rcceplor .c VEGFR2 KOR NM 002253 P35968 Celsignallnglreœptor ReceplOr for VEGF and VEGFC 

Vascular eroo#leial grO'lt'th lactor reœplot.3/ lms-relaled ty1osfle kinase 4 VEGFR3 FLT4 NM nnonon ~ Cel signafrig/ reœplOf Eodolhel al cel•spedfic receplor;~alorof blood vessel development l'I embfyos and aogiogeoesis in adults tissus 



Annexe II 

Damier DualChi Human General 
2 3 4 5 7 8 

hybctl + buffer PSMDI I ADAMI ANX I AOP2 TFAP2A TFAP2B TFAP2C 

2 APOJ ATM MYBL2 BAD BAX ISJ(RBCL) BCL2 BCLX 

3 GLBI BIO 1S4 (RCA) BINI BMP2 FES FOS cmyc RAFI 

COH i COHi ! CDH!3 CANX SIOOA8 CASP2 CASP3 

5 CASP? CASP8 CASP9 CATB CTSB CTSD CTSL CAVI 

6 CDC42 CDK2 CDK6 COL6A2 (993) SPRRIB COX2 CKB CROC!A 

7 CSF I CSF! R CTGF CCNA! !SI (RBCS) CCNB I CCND I 

8 CCND2 CCNDJ CCNF DHFR DP I DP2 E2F2 

9 E2F3 E2F4 EGFR EGRJ EIF4 ETFB 

10 BSG EMS ! VWF FGF2 FGFR (31 3) FHIT FN I 

11 GADD153 (996) GSN G6PD GPX GRB2 GSTPi HMOX (998) 

12 H2B/S H3FF HSP27 HSP40 HSP?0 IS6(SIP) HSP90-a HSP90-b 

!CAM-! IGFBP2 IGFBP3 IGFBP5 !OF! IGF! R ILI A 

14 IL IB (423) !L IO ILI! !LIIRA IL15 IL4 !L6 !L8 

15 INGJ !TGA6 !TGA5 ITGBI JNK J JNK2 JUNO JU ~ ? 

16 MAX MDM2 !S3 (RBCL) MEKI (1004) MEK2 MSRA CENPF 

17 KNSL6 KNSL5 MMP I MMP2 MMP3 MMP? MMPII MMP l2 

18 MMP!3 MMP !4 MMP 15 NCKI NCORI NCOR2 ODC 

19 ON OPN p1 6 p21 p27 p35 p53 p57 

20 PAIi PAl2 PAK PCNA PLK POLA2 JS5(TAPO) PGR ADPRT 

21 PKM2 RB! JS2 (CAB) RRMI S !00A4 SHC SM22 SMAD I 

SMAD2 SMAD3 SMA04 TERT TGFBR2 (1013) TKI TBI 0 

23 TYMS (829) TIMPI TIMP2 TNFa TPA TRFI TBXA2R TSP! (780) 

24 TSP2 UBE2C ISI (RBCS) PLAU uPAR IS4 (RCA) VEGF VEGFB 

25 buffcr buffer VEGFC VEGFD VEGFR2 (463) VEGFRJ buffer buffcr 

26 hybctl + buffer buffer 3cd + 4cd + 

27 hybctl + buffer Sdl buffer hyb ctl + 

An nex e II : Design du « DuaIChip Human General ». Hyb et! + : contrôles d' hybridation positif; , Hyb-
Contrôles d ' hybridations négatif; , IS: standard interne, B ufür: contrôles négatif; de fixations, ctl +: 

contrôles positif; de fixation, en vert, les gènes de mai ntenance. 



1,1 1 > 
ac1b 1,17 CKB 0,58 H2B,S 0,47 MEK1 0,38 0,51 0,47 0,63 = = ADAM1 ND cmyc 0,52 H3FF 0,59 MEK2 0,32 0,31 S100A8 ND ND ~ 
ADPRT 0,35 0,38 COL6A2 H4FM 0,50 MMP1 0,55 0,55 S9 0,73 0,73 ~ 
aida 0,56 0,55 COX2 HK1 0,62 MMP11 NO SDS ND ND ~ 

ANX1 0,14 0,21 CROC1A 0,18 0,30 HMOX MMP12 NO ND SHC 0,41 -
~ 
~ 

AOP2 0,38 0,52 CSF1 1,13 ND HPRT 0,27 0,40 MMP13 NO NO SM22 0,45 ~ 

APOJ 0,41 0,35 CSF1R 0,84 ND HSP27 0,82 0,88 MMP14 4,84 4,50 SMAD1 0,42 0,50 
ATM ND cm= 0,51 0,64 HSP40 0,21 0,23 MMP15 ND ND SMAD2 0,32 0,37 
BAD 0,45 0,84 CTSB 1,31 1,95 HSP70 0,29 0,37 MMP2 2,09 SMAD3 0,72 0,75 
BAX 0,38 0,58 CTSD 0,33 0,43 HSP90-a 0,54 0,55 MMP3 NO ND SMAD4 0,24 0,28 
BCl2 ND CTSL 0,86 1,58 HSP90-b 0,34 0,27 MMP7 0,25 0,21 SOD2 1,01 1,25 
BCLX 0,23 0,36 cyc 0,39 0,58 ICAM-1 MMP9 1,32 ND SPRR1B 0,61 1,91 
BO 0,31 0,45 DHFR 0,09 0,19 K?F1 ND ND MSRA 0,25 0,33 TB10 0,95 1,24 
BIN1 0,54 0,74 DP1 0,19 0,31 K?F1R 0,84 0,86 MYBl2 0,21 0,25 TBXA2R ND 
BMP2 1,29 2,41 DP2 0,30 K?FBP2 0,60 0,54 NCK1 0,92 - TERT ND ND 
BSG 0,50 0,49 E2F2 0,59 ND K?FBP3 0,13 0,17 NCOR1 0,29 TFAP2A 0,64 1,œ 
CANX 0,32 0,32 E2F3 NO K?FBP5 0,26 NCOR2 0,32 0,19 TFAP2B 0,64 ND 
CASP2 ND ND E2F4 0,27 IL10 ND ND ODC 0,86 1,23 TFAP2C 0,26 0,35 
CASP3 ND EGFR 0,32 0,70 IL11 0,59 0,56 ON 0,59 0,49 TFR 0,25 0,48 
CASP7 0,29 0,48 EGR1 1,55 IL11RA 0,82 0,57 OPN ND ND TGFBR2 0,17 0,21 
CASP8 0,52 0,80 EGR3 ND ND IL15 ND ND p16 TIMP1 0,72 1,25 
CASP9 0,35 0,54 EIF4 0,19 0,39 IL1A NO ND p21 0,61 ND TIMP2 0,97 1,09 
CATS 0,22 0,40 EMS1 0,26 0,21 IL1B 19,48 p27 0,44 0,81 TK1 0,33 0,36 
CAV1 0,20 0,37 ESR2 ND ND IL4 NO ND p35 ND NO TNFa ND NO 
CCNA1 0,73 ETFB 0,49 0,90 IL6 ---p53 0,47 TOP2 0,50 0,89 
CCNB1 0,15 0,29 FES ND ND ILS p57 NO ND TPA 0,09 0,19 
CCND1 0,25 0,39 FGF2 ND ING1 ND ND PAl1 0,93 0,50 TRF1 0,27 0,45 
CCND2 0,18 0,24 FGF8 ND ND fTGA5 0,91 0,89 PAl2 ND ND TSP1 ND 
CCND3 0,21 0,29 FGFR 0,29 fTGA6 1,77 PAK 0,79 1,20 TSP2 0,54 0,65 
CCNE1 0,43 ND FHfT 0,94 ND fTGB1 0,83 0,93 PCNA 0,19 0,24 Tubu 1,02 0,81 
CCNF FN1 JNK1 0,55 ND PGR ND ND TYMS 0,40 0,43 
CCNH 0,42 0,91 FOS JNK2 0,36 0,48 PKM2 0,99 0,73 UBE2C 0,34 0,54 
CDC42 0,52 0,94 05PD JNK3 ND ND pla2 0,53 1,12 uPAR 0,51 1,12 
CDH1 ND NO GADD153 JUND ND PLAU 0,81 VEGF 0,65 ND 
CDH11 0,09 0,15 GAPD 0,96 Ki-67 0,36 0,29 PLK 0,22 0,16 VEGFB 0,42 0,60 
CDH13 0,85 ND GLB1 0,33 KNSL5 0,23 0,34 POLA2 0,39 VEGFC 0,23 0,44 
CDK2 0,25 0,38 GPX 0,43 0,44 KNSL6 0,41 0,43 PSMD1 1 0,27 0,37 VEGFD ND ND 
CDK4 0,20 0,28 GRB2 0,33 0,31 MAX 0,26 0,26 RAF1 0,34 0,37 VEGFR1 ND ND 
CDK6 0,64 0,66 GSN 1,83 MDH 0,56 0,89 RB1 0,35 0,48 VEGFR2 ND ND 

VEGFR3 0,50 0,78 
w-.JF ND NO 

Annexe III :Valeurs obtenues pour l'expression différentielle de gènes dans les cellules 143B rbo0 analysée avec la « DuaIChip Human General ». Les 
valeurs se trouvant dans une case jaune représentent une variation quantitative de l' expression, dans une case verte une variation qualitative de l' expression et dans une 
case violette les« HKG ». ND = Non Détecté. L' analysé a été réalisée sur des doubles de RT-PCR (Ratio 1 et 2). 



Annexe IV: Liste des gènes analysables avec le damier « DualChip Human Apoptosis » 

- . - bfflclat Gene Symbc Gene Name Gene Symbol Genbank Swlsaprot General Funcll on Speclfic Functlon 

V·abf Abelson mUTine leukemia viral o~ogene-homdog 1 ABLl ABU X16416 P00519 Cencycle A TP binding; kinase activity 

a disinfegrin and melafloproteinase 009'18.in 17 (tumor necrosis factor, alptia, convertir ADAM 17 ADAM 17 U69611 P78536 Cetlmigration Metaltoendopeptidase activity 

v-akt murine thymoma viraJ oncogene homok>g 1 AKTl AKT1 NM 005163 P31749 Apoptosis Receptor signaling protein sarine/\hreonine kinase activity 

v-akt muci1e thymoma viral oncogene hcmolog 2 AKT2 AKT2 NM 001626 P31751 Apoptosis Proteln amino acid phosphofyiation 

BCL2.antagonist of cell death .. BAD BAD NM 004322 092934 Apoplosis Pro-apoplotic; BCL2 binding prolein 

BCL2-associated alhanogene BAG BAGl AF022224 099933 Apoptosis lnteractswith Bcl2 

BCL2-antagonisll1<.iller 1 BAK 1 BAK 1 U16811 016611 Apoptosis Accelerates programmed cell dealh by binding to BCL-2 

BCL2-associaled X protein bax BAX NM 004324 O8WXU1 Apoptosis lnduces the relase ol cyi C, activaUon of caspase-3 

B-ceH CLLl1ymphoma 2 ,. BCL2 BCL2 NM 000633 P10415 Apoptosis Regulates lhe dealh ceU 

BCL2·relaled protein A 1 BCL2A1 BCL2A1 NM 004049 016548 Apoptosis Apoptosis regulator activity 

BCLXproœin .. BclX BclX NM 001191 007817 Apoptosis lndu<::es or lnhibits apoptosis according to the alternative form 

BH3 illeracùng domaln death agonisl I"' BIO BIO NM 001196 P55957 Apoptosis Apoptotic mitochondrial changes; Oeath receplor ligand 

23KDa Highfy basic prOlein .. 23kd APL13A X56932 P39023 HouseKeeping gene HouseKeeping gene 

BCL2-interactilg kiler (apq,losis-inducing) BIK BIK NM 001197 0 13323 Apoptosis Apoptosis regulalor ac:livity 

baculovîral IAP repeal-containing 2 BIAC2 BIAC2 NM 001 166 013490 Apoptosis Positive regulation ol l·kappaB kinase/NF-kappaB cascade 

AldolaseA, Aldo ALOOA NM 000034 P04075 HouseKeeping gene HouseKeeping gene 

baculoviral IAP repeal-containing 3 BIAC3 BIAC3 AF070674 013489 Apoplosis lnteracts with TNF receptor associated factors 1 and 2 (TRAF1 and TRAF2) 

bact1kMra! IAP repeal--containing 4 BIAC4 BIAC4 NM 001167 P98170 Apoplosis lnhibitor of caspase-3, ·7 and -9. 

~culoviral IAP repeat..conlaîniog 5 (survivin) BIACS BIACS NM 001168 015392 Apoptosis Cysleine protease inhibitor acttvity 

BCL2fad~ovirus E1 B 19kDa intaracting protein 3 BNIP3 BNIP3 NM 004052 012983 Apoptosis Binds 10 the adenovirus E1 B 19 kDa protein or to BCL-2 

caspase 1, apoptosis-related cysleine prolease (intef1eukil 1, beta, COflVertase) CASP1 CASP\ M87507 P28906 Apoptosis Caspase aclivity 

caspase ~ apoptosis-relaled cysleSle prolease (neutal p1ecursor œl expressed) CASP2 CASP2 NM 001224 P42575 Apoptosis Aclivated in cytotoxic stress,required !or the penneabilizalion of milochoodria,req~recl lor stress-induced apoptosis 

paspase 3, apoplosis-related cysteioe protease CASP3 CASP3 NM 004346 P42574 Apoptosls Initiation ol epoptotic cell dealh; PARP cleavage protease 

caspase 4, apoptosis-rèlated cnteine prolease CASP4 CASP4 NM 001225 P49662 Protein binding lnvotved in the activation cascade of caspases responsible fo, apoptosis execulion 

caspase 8, ~poptosls•relaled cysleine piolease ' - CASPB CASPB X9R172 0 15519 Apoptosls Thiol protease; PARP cleavage protease=signature apoptotic fragments 

cyclin01 end\ CCN01 NM 053056 P24385 Cel cycle Regulatory subunit ol CDK◄ or CDK6 

cycin02 cnd2 CCN02 NM 001759 P30279 Cel cycle Regulatory subunil of CDK◄ or CDK7 

Alpha-tubulin Tubu K-ALPHA·1 NM 006082 P78395 HouseKeeping gene HouseKeeping gene 

cycin H CCNH CCNH NM 001239 P51946 Cel cycle Phosphosrytates and activates cyclin-dependant protein kilases in lhe regulalion of cea cycie progression 

cell div;,ion cycle 2, G 1 lo S and G2 lo l.t COC2 COC2 X05360 P06493 Cel cycle Cyclin-dependent protein kinase activity 

ceU cflvision cyde 2SC COC25C COC25C M34065 P30307 Ce"cycle Dephosphorylates CDC2 and 

COC6 cell division cycle 6 hamotog (S. cerevisiae) 
. COC6 COC6 NM 001254 099741 CeMcycle Negative regulatioo of DNA replicalion 

cyclin-dependent kinase 2 . -- COK2 COK2 NM 001798 P24941 Cel cycle Cyclin-dependenl protein kinase ac1ivily 

cyclin-dependenl kinase 4 CMM3 COK4 U79269 P11 802 CeMcycle The activity ol this kinase is restricted to the G 1-S phase; ceU proliferation 

cyclin-dependenl kinase S COKS COKS NM 004935 000535 Cel cycle lnleracts wilh p35 whic:h 

cyciin-dependent kinase 5, regulatory sutn.a11t 1 (p35) p35 COKSA1 NM 003885 P04083 Cell cyde Aclivates the kinase 

cyciin-dependenl kinase 6 cdk6 COK6 NM 001259 000534 Cel cycle lnleracts wilh 0-type cyclins and phosphorytate pRB in G1-phase 

Beta-Actin ACTB ACTB NM 001101 P02570 HouseKeeping gene HouseKeepifig gene 

cyclin-deeef)dent kinase 7 (M015 homotog. Xenopus laevjs, cdl<.•ac~y~ting kinase} cdk7 COK7 NM 001799 P50613 CeNcycle Regulation of cyclin dependent protein kinase activity 

cyctin-depei;denl k~ase 9 (COC2-related kinase) cdk9 COK9 NM 001261 P50750 Cea proliferation Regulation or ceu cyde 

cyctin-dependenl kinase inhililO! 1A (p21, Cip1) p21 COKNlA U03106 P38936 Cel cycle lnhibitor 1 A of G 1-specific CDK-cyclin complexes 

cycin-dependenl k~ase inhibil01 1 C (p57, K"op2) p57 COKN1C NM 000076 P49918 Cel cycle lnhibits G 1-spedlic CDK-c:yclin compiexes,negative regulator of cel profiferalion. 

cyclin-dependenl )ünase inhibitor 2A (metanoma, p16, inhibits CDK4) p16 COKN2A L27211 O8N726 Cel cycle lnhibitor of G1 •specirlc CDK-cyclin complexes 2A, tumor suppressor gene 

cyclin-dependenl kinase lnhibilor 28 {plS, inhlôits CDK4) p14·15 COKN2B U17075 O8NIA6 Cel cycle Cyc:lin-dependenl prolein kinase inhibitor activity 

CASP8 and FADD-ike apoplosis regulalor CFLAA CFLAA NM 003879 015519 Apoplosis Caspase activity 



Gene Nam• 
.. 

Gene Symbol )fflclal Gene Symbc Genbank Swiuprot Ganeral Functlon Spaclflç Funclion 

COC-b1<e kinase 1 CLK\ CLK1 NM nn,n71 ORN5VR Cel cycle Proteln serinei,tueonine kinase activity 

Apoliprotel<\J APOJ CLU J02Q0R P10QOQ lipid metaboism Acllvate its lmase actMty 

CASP2 and AIPK1 dcmail containing adaptOf with dealh demain CRADO CRADO NM 003805 P78560 Apoplosis Apoptosis regulator aclivity 

CSE1 chromosome segregatlon Hke {yeast) CSE1L GSEil AF053641 P55060 Cel p<oileration lntracelular proteii lransport 

Cyclophi<l 33A .. cyc PPIE AF042385 O9UNP9 HouseKeeping gene HouseKeeping gene 

OOIT4L: DNA-<lamage.inducible lranscript 4-like AE002 OOIT4L NM 14<i244 OQRQ01 I I 
DNA fragmentation lactor, 45k0a, alpha polypeptide DFFA DFFA U91985 000273 Apoplosis DNA lragmenlation 

E2F lranscriptlOO lactor 1 ' E2FI E2FI NM nns??s 001094 Transcription Tumor suppressor, Transcription laclor 

Glycerakfehyde-3-phosphate-detlydrogenase GAPD GAPD NM 002046 P04406 HouseKeepiog gene HouseKeeplng gene 

E2F transctiption laclor 3 E2F3 E2F3 NM 001Q4Q O0071R Transcription Transcription factor; blnds Ab protein 

E2F transcfl)lion facior 5, p130-binding E2FS E2FS U31556 015329 Transcription Transcription lactOf, DNA blnding 

Fas (TNFRSFS)•assoclated via death oom&in FADO FADO NM msa?• O1:l158 Apqilosis Active caspase-8 riitlates lhe subsequent cascades of caspase medlaling apoptosis 

growth arresl and ONA.-damage-inducible, al)ha - GADD45A GA0D45A NM 001924 P245?? Stressresponse GkJtalhlone lranslarase activity 

growth arrest-specific 1 GAS\ GAS1 NM 00?04A P'iAA?R ONA repair Structural constituent ol ri>osoma 

glutathione pero:ddase 1 GPX GPX1 M21304 P07203 OxJdaüve metabofism Prolects the hemoglobin in erythrocytes !rom oxidative breakdown 

growth factor receptor-boood protein 2 GR82 GRB2 NM 002086 P29354 Cel cycle Cellslructure 

glutathione S-transferase Al GSA GSA NM 000R46 P09210 Orug metaboism Glulallion (phase Il) 
glutalhione S-transferase Mt GSM GSM NM 000561 P09488 Orug metaboism Glulallion (phase Il) 
glutalhiooeredudase GSR GSR NM nnrun7 pom90 Orugmelabolism GlutatNon : Mainlai'l high levffl ol reduced gh.rtatruone (phase Il) 

GltJ!athlone S-lransferase pi GSTPi GSTP1 NM nm8a2 P0921 1 Orug metabolism Glulallion (phase Il) 
Glulalhione S·lranslerase lheta1 GSTT1 GSTT1 NM MnA,1 r'3U/11 Orug melabolism Glutathk>o (phase Il) 

~ulin-ïke grtwtti faclor 1 (somalomedin C) IGF1 IGF1 X57025 P01343 Growlh factor and cytokines Muscle/skelelal davelopment; Growth factor 

lnsulin-like growth laclof 1 receptor IGF1R IGF1R NM 000875 P0RQfi9 Cel signaling / receptor Antl-apoplotlc; receptor 

lnsuin...fike growth factor 2 (somatome<fin A) IGF2 IGF2 S77035 P01344 Skeletal development Aegulation of ceU cycle ; potent milogens lor cuttured cens 

insulin-làe growth factor 2 reœptor IGF2R IGF2R NM Mn"7s P11717 Receplor Binds lnsulin growth lac!Of li 

insulin-lii:e growth faclor tmding proleln 2, 36k0a - IGF2 IGFBP2 M35410 P18rIB5 Growlh lador and cytokiles Growth factor modulation 

Hexokinase 1 HK1 HK1 M7<i1?R P1Q1R7 HouseKeeping gene HouseKeeping gene 

insulin-ike growth factor bilding prote in 3 IGFBP3 IGFBP3 X64B75 P17936 Growth factor and cytokiles Growth factor modulation 

însulin-ike growth factor brlding p(olein 4 IGFBP4 IGFBP4 NM 00155? P2269? Cel protileralion Aegl.iation ol cel growlh 

Hypoxanthine phosphoribœyliransferase l HPRT HPRT1 NM 000194 P00492 HouseKeepiog gene HouseKeepiog gene 

insulin-like growth facto, bildilg prolein S IGFBPS IGFBPS M65062 P24593 Growlh lador and cytokil&s Growth factor modulation 

insuin--li:e growth factor bi'lding proie in 6 IGFBPS IGFBPS M6QO'i4 P?4aQ? Signal lransducüon Stgnal transduction 

irlhibitor of growth family, member 1 ING1 ING NM 005537 O9UK53 Cel proileralion Tumor suppressor; poleot growth regulalor in no,maf and ln estabished cels 

v-jun sarcom.a virus 17 oncogene homok>g {avian) JUN JUN NM 00277• P0541? MAPK sqlaling palhway ANA potymerase Il transcription tador activity 

lymphotoxin alpha (TNF SL!lertamily, member 1) TNFB LTA NM 000595 P01374 Growth factor and cytoki\es inductJon ol apoptosis 

lymphotoitîn beta (TNF super1amily, member 3) LTB LTB L11015 O06R41 Growlh lactor and cytokines Aole in lrrvnune response 

mitOQen-acôvated protein kinase kinase 1 MEK1 MAP2K1 L11 284 002750 Cencycle Kinase; Catalyzes the phosphorylation ol a thr and a tyr in a thr-gkJ-tyr 

mijogen-activated proteiil kinase kinase 5 ·- MAP2KS MAP2KS BT00fi7Rn n131R1 Stress resporisa Proteln serine/lhreonine kinase activity 

mltogen-actfvated proteln kinase kinase 6 MAP2K6 MAP2K6 NM 002758 P52564 Stress response Protein serlne/lhreonine kinase ac~vfty 

miloge1ractivaled prolein kinase kinase kinasa 14 MAP3K14 MAP3K14 NM nmos,, O9955R S!ress responsa Proteln serineMreonlne kinase activity 

ml1ogen-a:ctlvaled prolein kinase 1 el1<2 MAPK1 MR44RQ P?R4R? Apqitosis Transferase activity 

milogen-acüvated prolein kinase 10 JNK3 MAPK10 NM 0027<i3 p51779 Stress response Kinase 

m.flogen-aclivated prolcln klna~ 12 MAPK12 MAPK\2 NM 002969 P53778 Stress response Proteln serlne/\hreonlne kinase activity 

mitogen-activaled protein kinase 14 MAPK14 MAPK14 AF100544 016539 Stress response Protein serine/lhreonine kinase acHvity 

Malate dehydrogenasa t '· MDH MDH1 NM 005Q17 P?4147 HouseKeeping geoe HouseKeeping gene 



Ge~ Name ''" GeM &ymbol ptflcial Gene Symbc :A!"' ~ Genbank Swluprot General Functlon 
œ, 

Specific Functlcm .,/ - -
milogen-activ9ted protein kinase 3 erk1 MAPK3 X60188 P273fi1 Stress respoose Prolein serine/threonlne kinase acti\lity 

mitogen:acuvaled p<otein kinase 7 erk5 MAPK7 U.29725 013164 Cell adhesion Protein-tyrosine kinase activity 

mitogen-acüvated proteio kinase 8 JNK1 MAPKB l 2fi11R P459R1 Slress response Aegulales c•jun, Knasa 

mitogen-aclivaled prolein kinase 9 JNK2 MAPK9 U09759 P45984 Stress response Aegulales c-ju,, Kllase 

Phospholipase P2 PlA2 YWHAZ M86d00 P04054 HooseKeep;ng geoe HouseKeepilg oene 
rnyetoid cel leukemia seq,-;ence 1 {SCL2-retated) MCL1 MCL1 AF118124 007820 Apoptosis Apoptosis regulator acüvity 

t,ldm2, lranslolflle<I 3T3 ceN double minute 2, p53 bioding proleir) (mousé) M0M2 M0M2 NM 002392 000987 Oncogenesîs Transcription factor 

miè:cosomal glutathione S-translecase t MGST1 MGST1 J03746 P10620 Glutathione metabolism Translerase activity 

v-myc myelocytomatosl:s viral related oncogene, neuroblastoma derived (avian) MYCN MYCN t-iM oo,a,x >'11419R Transcription factor Transcription factor activity 

nuciear ractor ol activa!ed T -<:ells, cytoplasmic, cak:ine\Jfin.{Jependenl t NFATC1 NFATC1 U8091 7 095644 Wnt ~naling palhway Regulate the activation, prolileration, differentiaüon and programmed dealh of Hymphocytes 

ouclear factor of kappa ltghl polypeptide gene ennancer il 8-cells 1 (plOS) NFKB NFK81 NM 003998 P19838 Transcription lnf\ammatory response; antibacterial tunoral response 

nilric o,ide synll)ase 2A [IOducible, hepalocyles) NOS2A NOS2A U31511 P35228 8ectron transport Nilric-oxide synlhase activity 

proliferaling cell nuclear antigen PCNA PCNA NM 002592 P12004 Cel cycle lncreasiog the polymerase's processibility 

phosphodiesterase 1 B, calmodulio-depefldef'lt P0EIB PDE1B NM 111,14,4 M106d Apoplosîs Calmodulin-dependent cydic-nucleotlde phosphodiesterase activity 

Ribosoma! Prolelne S9 S9 RPS9 NM 001013 P46781 HouseKeeping gene HouseKeeping gene 

phosphoUpase 01, PhoPl)alidylchoon,,:spocific PL01 PL01 NM 00?662 013393 Phospholipid metabolism Phosphotipase D activity 

polo-,ke kinase {0rosophila) PLK PLK U0103R 015153 DNA repair / synlhasis Mitosis, kinase 

P450 (cytochrome) oxidoreductase POR POR NM 000941 P16435 Bectron transport Oxidoreduclase activity 

v-ral-1 murine leukemia viral oncogeoe hanolog l RAF1 RAF1 xo34A4 P0dlld9 Oncogenesis Apoplosls regijation, Kinase 

reliriok: acid reœptor, beta RAAB RAAB Y00291 P10826 Receptot activity Recep!or of retinoic acid 

relinoblastorna 1 {includïng osteosarcoma) AB1 AB\ NM nm21 P06400 Cel cycie lnteracts wilh hislooe deacety&ase to repress transcription; !t.mO( repressor 

relinoblasloma-lil<e2 {p\30) AB2 ABL2 NM 005611 P61163 Ceh cycle Negative regulalion ol ceM cycle 

retinoblastoma binding pro!ein 1 
~ ABP1 ABP1 NM 002899 P29374 ONA bmding / cea cycle Chromatin binding 

r8Ceptor (TNFASF)-inleracting serine-threonîfle kinase 1 AIPK1 AIPK1 t-JM IVlOO/\A Oj1~dfi Stress response Protein serine/threooine kinase activity 

TRAf lamily mernber•associaled NFKB activator TANK TANK U59863 092844 Signal transduction Protein bming 
transcription laclor Op-1 DPI TFDP1 NM 007111 000765 Transcription Mediator of lranscfiptional activation by TGF-beta receptor;involved in the cet cyde; Pol li transcription 

transcription factOI" Dp-2 (E2F ârnerizalion partner 2} •os DP2 TFDP2 NM 006286 014188 Transcription Transcription factor; Pol li transcription 

Serine Dehydralase SOS SOS NM 006843 P17026 HouseKeepiog gene HouseKeepi,ng gene 

tumoc necrosis faci0< (TNF superiamily, member 2) TNFa TNF NM IKJ594 P01375 Apoplosîs Endoloxin; pathophysiology of sepsis 

tumor necrosîs laclor recepf()( sUMrtarnily, member 10a TNFASF\OA TNFASFIOA NM 003844 000220 Apoptosis Activation ol NF-kappaB-inducing kinase 

tomor necrOSiS factor receptor $uperialti!lv, rnember 1a:i TNFASF\OB TNFASF10B AF011i?lili 014761 Apoptosis Activation of NF-kappaB•inducing kinase 

tumor necrosis factor receptor superiamîfy, member 1A ,. TNFASF\A TNFASFIA NM 001065 P19438 Growth factor and cytokine Aecept()( activity 

!umor necrosls facto, receplOf superfamily, member 1 B TNFAS1B TNFASF1B NM 001066 P20333 Cell signaling I receplor Aecepl()( 

lumor necrosis ladoc receptor sl4)eflamily, member 6 TNFASF6 TNFASF6 NM rvmMS P?5445 Growth facior and cytokine Transmembrane receptOf actMty 

tumo, necrosis laclOf (ligand) superfamily, member 10 TNFSF10 TNFSF10 NM 003810 P50591 Apoplosîs Tt.Kl"IO( necrosis facior receptor binding 

tumor necrosis facfor (ligand) superlamily, member 5 {tiyper-lgM syndrome) TNFSFS TNFSF5 NM 000074 P244RS Growth factor and cytokine Tumor necrosis factor receptor biocMg 

tugior necrosis lactor (igard} supertamily, member 6 TNFSF6 TNFSF6 NM 000639 P48023 Growth lactor and cytokine Tumor necrosis factor receptor binding 

Transferrin receplor TFA TFRC NM 003o>A P02786 HouseKeeping gene HouseKeeping gene 

l:ümor necrosis laclot (ligand) *rfamily, ~ber 7 ' TNFSF7 TNFSF7 NM UU1A·1 P32970 Apoplosîs Tumor necrosis facior recepl0< binding 

tumor proleiri p53 (U-Fraumenrsynclrome} p53 TP53 AF307851 P04637 Cel cycle Dr,!A·binding prolein; tumor suppressor acUvity 

tumorproteio p73 TP73 TP73 NM 005427 015350 Transcription laclot Transcription facior aciivity 

TNFRSF1A.-associated via deatti,domain IBAD0 TAADD NM 0037R9 015628 Apcptosîs induction ol apoptosis 

TNF receptor-assoclaled lador 2 TAAF2 TAAF2 - NM 0?111R 012933 S;g,,aluansduclion Signal transducer acüvity 

TNF receplor•associaled fuclOI" 3 "; TRAF3 TRAF3 u21nQ? 013114 Apoptosis Rote in iovnune response 

tfNF receplor•associa1ed factor 5 
,,. 

- TRAFS IBAF5 AB000509 000463 Apoptosis Signal transducer acijvity 

TNF receplor-associaled factOf 6 TRAF6 TRAF6 U78798 O9Y4K3 MAPK signaling pathway Me<1iates activation ol NF-kappa-8 and JNK 



Annexe V 

DualChip Human Apoptosis 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 

1 Hyb buffer ABL1 ADAM 17 AKT1 AKT2 BAD buff r BAG1 

2 ~ BAK 1 IS4(RCA) BAX ~ BCL2 JSJ(RBCL) BCL2A1 ~ 
3 Bc/X buffer BIO buffer 

RPL13A buffer BIK butfe,r BIRC2 (23Kd) 

4 Hyb - ALDOA BIRC3 BIRC4 >< BIRC5 BNIP3 CASP1 CASP2 
(ALDOl 

5 CASP3 CASP4 buffer CASP8 CCND1 CCND2 buffer 
K-ALPHA-1 

CCNH /tubu) 

6 ..><. COC2 COC25C CDC6 >< CDK2 ISS(TAPG) CDK4 ~ 
7 CDKS CDK5R1 IS1(RBCS) CDK6 ACTB (actJ) CDK7 CDK9 CDKN1A CDKN1C 

8 CDKN2A CDKN2B CFLAR CLK1 CLU CRADO CSE1 L PPIE /cyc Hyb -

9 DDIT4L buffer DFFA E2F1 
GAPD I 

E2F3 E2F5 buff FADO 
GAPDH 

10 ~ GADD45A IS2(CAB) GAS1 ~ GPX1 IS6(SIP) GRB2 ~ 19971 

11 GSA buffer GSM butter GSR buffer GSTP1 butter GSTT1 

12 Hyb - IGF1 IGF1R IGF2 ~ JGF2R JGFBP2 HK1 IGFBP3 

13 JGFBP4 
HPRT1 

buffer JGFBPS IGFBP6 JNG buffer JUN 
LTA (AF-

(HPRTI 1012) 

14 ::><: LTB JSJ(RBCL) 
MAP2K1 ::>,< MAP2K5 MAP2K6 MAP3K14 ~ (1004) 

15 MAPK1 
MAPK10 

MAPK12 MAPK14 MDH1 (MDH) MAPK3 /S6(SIP) MAPK7 MAPK8 /511) 

16 MAPK9 YWHAZ MCL1 MDM2 MGST1 MYCN NFATC1 NFKB1 Hyb -
(PLA2) 

17 NOS2A buffer PCNA PDE1B RPS9 (S9) PLD1 JSS(TAPG) butter PLK 

18 ~ POR IS2(CAB) RAF1 ~ RARB RB1 RBL2 ~ 
19 RBP1 bu" r RIPK1 bufü r TANK buffer TFDP1 tx,ff TFDP2 

20 Hyb- SDS(SDH) TNF TNFRSF10A _>-< TNFRSF10B TNFRSF1A TNFRSF1B TNFRSF6 (1011) 

21 TNFSF10 TNFSFS butter TNFSF6 TFRC (TFR) TNFSF7 buffer TP53 TP73 

22 ::>,< TRADD IS1(RBCS) TRAF2 ::>,< TRAF3 IS4(RCA) TRAFS ::>,< 
23 Hyb+ buffer TRAF6 buffer buffer 2rtl ., u 4ctl 

24 Hyb butfer Set/ 6cU 7ctl + 8<11+ 9ctl + bu/f Hyb 

Annexe V: Design du « DualChip Human General ». Hyb et! + : contrôles d'hybridation positif;, Hyb
: Contrôles d' hybridations négatif;, IS : standard interne, buflèr: contrôles négatif; de fixations, et! +: 
contrôles positif; de fixation, en vert, les gènes de maintenance. 



1438 143B rhoO 
IGène !Ratio !Gène !Ratio !Gène !Ratio !Gène !Ratio 1 Gène Ratio Gène Ratio Gène Ratio Gène 

ABL1 1,17 CDK5R1 1,00 IGF2R 1,01 PLK 1,20 ABL1 1 55 CDK5R1 0,67 IGF2R 1,00 PLK 

ACTB 1,46 CDK6 0,79 IGFBP2 0,97 POR 0,81 ACTB ND CDK6 0,65 IGFBP2 1,19 POR 
ADAM 17 0,85 CDK7 1 58 IGFBP3 0,41 PPIE 0,96 ADAM17 0,93 CDK7 1,06 IGFBP3 0,34 PPIE 

AKT1 0,82 CDK9 1,08 IGFBP4 1,04 RAF1 0,81 AKT1 0,90 CDK9 0,75 IGFBP4 2,03 RAF1 

AKT2 0,88 CDKN1A 0,80 IGFBP5 0,90 RARB 1,50 AKT2 0,88 CDKN1A 0,96 IGFBPS 3,18 RARB 

ALDOA 0,97 CDKN1C 0,82 IGFBP6 1, 16 RB1 0,97 ALDOA 1,08 CDKN1C 0,64 IGFBP6 1,36 RB1 

BAD 0,81 CDKN2A 0,83 ING 1,13 RBL2 1,36 BAD 0,84 CDKN2A ING 1,05 

BA.G1 1,46 CDKN2B 0,86 JUN 0,33 RBP1 0,75 BA.G1 1,29 CDKN2B JUN 0,89 RBP1 0,84 

BA.K 1 0,63 CFLAR 1, 12 K-ALPHA-1 1,23 RIPK1 1,00 BA.K 1 0,70 CFLAR 0,91 K-ALPHA-1 0,92 RIPK1 0,95 

BAX 0,96 CLK1 2,18 LTA 0,90 RPL 13A 1,00 BAX 1,01 CLK1 1,14 LTA 0,91 RPL 13A 1,02 

BCL2 1,23 CLU 1,65LTB 0,83 RPS9 1,06 BCL2 0,97 CLU 1,22 L TB 1,24 RPS9 1,08 

BCL2A1 0,91 CRADO 1,00 MAP2K1 0,74 SOS 0,78 BCL2A1 1,95 CRADO 0,82 MAP2K1 1,04 SOS 0,83 

BdX 0,73 CSE1L 0,93 MAP2K5 1,35 TANK 1,49 BdX 0,68 CSE1L MAP2K5 1,43 TANK 1,39 

BIO 0,80 DDIT4L 0,60 MAP2K6 1,11 TFDP1 BIO 0,94 DDIT4L MAP2K6 0,73 

BIK 0,96 DFFA 0,81 lv'I\P3K14 0,96 TFDP2 BIK 0.74 DFFA 0,90 lv'I\P3K14 1,15 

BIRC2 0 ,98 E2F1 0,89 MA.PK1 0,75 TFRC BIRC2 1,03 E2F1 0,82 MA.PK1 0,98 TFRC 0,77 
BIRC3 1,36 E2F3 0,76 MA.PK10 0,75 TNF BIRC3 1,09 E2F3 MA.PK10 0,79 TNF 1,04 

BIRC4 0,97 E2F5 1,35 MA.PK12 0,86 TNFRSF10A 1,18 BIRC4 1,20 E2F5 1,03 TNFRSF10A 0,96 

BIRC5 0,91 FADO 0,87 MA.PK14 0,77 TNFRSF10B 0,95 BIRC5 1,00 FADO 0,99 TNFRSF10B 1,30 
BNIP3 0,86 GADD45A 0,67 MA.PK3 0,95 TNFRSF1A 0,85 BNIP3 0,95 GADD45A 1,08 TNFRSF1A 1,05 

CASP1 0,60 GAPD 0,98 MA.PK? 0,91 TNFRSF1 B 0,82 CASP1 0,84 GAPD 0,83 TNFRSF1 B 0,79 

CASP2 0,97 GAS1 2,35 MA.PK8 0,94 TNFRSF6 + CASP2 0,72 GAS1 0,70 TNFRSF6 1,06 

CASP3 0,94 GPX1 1,05 MA.PK9 0,88 TNFSF10 CASP3 0,72 GPX1 1,16 MA.PK9 1,26 TNFSF10 0 ,83 
CASP4 1,26 GRB2 0,89 li/CL 1 1,27 TNFSF5 CASP4 0,99 GRB2 0, 79 li/CL 1 2,04 TNFSF5 ND 
CASP8 1,24 GSA 0,97 lvOH1 1,30 TNFSF6 0,70 CASP8 1,21 GSA ND lvOH1 1,11 TNFSF6 
CCND1 0,52 GSM 1,00 lv0Nl2 1,11 TNFSF7 0,93 CCND1 0,44 GSM 0,94 lv0Nl2 1,30 TNFSF7 
CCND2 1,40 GSR 0,85 IVGST1 0,92 TP53 1,48 CCND2 1,17 GSR 0,87 IVGST1 1,04 TP53 

CCNH 0,95 GSTP1 1,05 MYCN + TP73 CCNH 0,73 GSTP1 1,16 MYCN 
CDC2 1,33 GSTT1 0,92 NFATC1 1,38 TRADD CDC2 0,79 GSTT1 0,77 NFATC1 1,14 TRADD 
CDC25C 2 27 HK1 0,70 NFKB1 0,96 TRAF2 CDC25C 1,31 HK1 0,83 NFKB1 1,12 TRAF2 
CDC6 0,81 HPRT1 0,84 NOS2A 0,97 TRAF3 CDC6 0,61 HPRT1 1,04 N0S2A 0,96 TRAF3 
CDK2 0,89 IGF1 ND PCNA 0,77 TRAF5 CDK2 0,77 IGF1 ND PCNA 0,82 TRAF5 
CDK4 0,87 IGF1R 1,55 PDE1B 0,63 TRAF6 CDK4 0,80 IGF1R 2,14 PDE1B 0,76 TRAF6 
CDK5 1,10 IGF2 0,83 PLD1 1,71 YWHAZ. CDK5 0,83 IGF2 1,12 PLD1 1,26 YWHAZ. 

Annexe VI :Valeurs obtenues pour l'expression différentielle de gènes dans les cellules 143B et 143B rho0 incubées en présence de staurosporine à 100 nM 
analysée avec la « DualChip Hu man Apoptosis ». Les valeurs se trouvant dans une case grise représentent une variation quantitative de l'expression et les « + » et 
« - » une variation qualitative del' expression. ND = Non Détecté. 
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