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ETUDE DE LA REPONSE APOPTOTIQUE INDUITE PAR LA STAUROSPORINE
DANS DES CELLULES PRESENTANT LA MUTATION A8344G DANS L’ADN
MITOCHONDRIAL

CHARLIER Sophie

Résumé

Des altérations dans le génome mitocondrial peuvent étre a la base de nombreuses
pathologies neurodégénératives et neuromusculaires comme le syndrome MERRF (Myoclinic
Epilepsy Red-Ragged Fibers). Celui-ci est causé par la mutation ponctuelle A8344G dans le
geéne codant pour I’ ARNt™* mitochondrial, entrainant un stress énergétique dii au
dysfonctionnement de la chaine respiratoire. Des données obtenues a partir de biopsies
musculaires suggeérent que la mutation MERRF pourrait provoquer 1’apoptose des cellules
musculaires, ce qui se confirme dans le modele in vitro de cellules cybrides mises en présence
de staurosporine.

Afin de rechercher les mécanismes responsables de 1’hypersensibilité a 1’apoptose des
cellules porteuses de la mutation, nous avons réalisé une étude comparative entre cellules
cybrides porteuses de la mutation MERRF a I’état homoplasmique et cellules cybrides
sauvages suite & un traitement 4 la staurosporine.

Dans un premier temps, nous avons pu constater que I’abondance de cIAP2, protéine
inhibitrice de I’apoptose, augmente légérement en réponse a la staurosporine dans les cellules
cybrides sauvages, suite a une activation du facteur de transcription NFxB qui contréle
I’expression de ce géne. Dans les cellules cybrides mutées par contre, I’abondance de cIAP2
diminue suite a un traitement par la staurosporine et ce malgré une augmentation de
I’abondance du transcrit, ce qui contribue probablement a 1’hypersensibilité a I’apoptose de
ces cellules.

Dans un deuxiéme temps, nous avons pu mettre en évidence par cytométrie de flux
une concentration calcique élevée au niveau basal et une rapide augmentation de cette
derniere en cas de stimulation a la staurosporine dans les cellules cybrides mutées. Cette
donnée pourrait également expliquer I’hypersensibilité des cellules cybrides mutées a
1I’apoptose puisque le calcium favorise le processus apoptotique par plusieurs mécanismes
comme |’activation des protéases calpaines ou la perméabilisation de la membrane
mitochondriale conduisant a la libération de facteurs apoptogenes comme le cytochrome c.

Dans un troisiéme temps, la libération du cytochrome ¢ pouvant étre favorisée par un
déséquilibre entre les facteurs pro- et anti- apoptotiques de la famille Bcl-2, nous avons étudié
le niveau d’expression et la localisation des protéines par Western Blot. Ceux-ci indiquent
que, en cas de stimulus apoptotique, 1’abondance relative de Bax et Bak (protéines pro-
apoptotiques) est plus importante dans les cellules cybrides mutées tandis que 1I’abondance de
Mcl-1 et Bel-XL (protéines anti-apoptotiques) chute.
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Liste des abreviations

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

ADP : Adénosine DiPhosphate

AIF : Apoptosis Inducing Factor

ANT : Adenine Nucleotide Translocase

Apaf-1 : Apoptotic Protease Activating Factor
APS : Ammonium PerSulfate

ARN : Acide RibiNucléique

ATP : Adénosine TriPhosphate

Bcl-2 : B-Cell Leukemia/Lymphoma 2-Like proteins
BH domain : Bel-2 Homology domain

BIR : Baculovirus IAP Repeat

BIRC : BIR Domain Containing protein

BR : Peripheral benzodiazepine Receptor

BSA : Bovine Serum Albumine

CAD : Caspase-Activated DNAse

CARD : CAspase-Recruitment Domain

c-FLIP : Cellular FLICE Inhibitory Protein

COX : Cytochrome ¢ Oxidase

COX2 : CycloOxygénase 2

CPEO : Chronic Progressive External Ophtalmoplegia
CREB : cAMP-Responsive Element-Binding protein
Cyp D : Cyclophilin D

DD : Death Domain

DED : Death Effector Domain

DHG : Dubelcco’s modified Eagle’s medium-High Glucose
DMSO : DiMéthylSulfOxyde

DTT : DiThioThréitol

EndoG : Endonucléase G

FACS : Fluorescence Activated Cell Sorting

FAD : Flavin Adénine Dinucléotide

FADD : Fas Associated Death Domain

FGF-2 : Fibroblast Growth Factor-2

HBSS : Hank’s Balanced Salt Solution

HtrA2 : Hight temperature requirement protein A2
IAP : Inhibitor of Apoptosis Protein

iCAD : inhibitor of CAD

IxB : Inhibitor of kappa B

IKK : IxB Kinase

IL-1 : InterLeukine 1

iNOS : inducible Nitric Oxide Synthase

IP3R : Inositol 1,4,5-triphosphate Receptor

IRES : Internal Ribosome Entry Site

JNK : Jun N-terminal Kinase

kDa : kilo Dalton

Kb : Kilo base

KSS : Kearns-Sayre Syndrome

MCFR : Mean Channel Fluorescence Ratio




MERRF : Myoclonic Epilepsy and Ragged-Red Fibers
MME : Membrane Mitochondriale Externe

MMI : Membrane Mitochondriale Interne

mV : milliVolt

NADH : Nicotinamide Adénine Dinucléotide
NF«xB : Nuclear Factor kappa B

NIK : NFkB Inducing Factor

NLS : Nuclear Signalization Sequence

NO : Oxide Nitrique

NRF1 (Nuclear Respiratory Factor-1)

PARP : Poly (ADP-Ribose) Polymérase

pb : paire de base

PBS : Phosphate Buffer Saline

PGCla : PPARy Co-activator 1a

PIB : Phosphatase Inhibitor Buffer

PIC : Protéase Inhibitor Cocktail

PKB : Protein Kinase B

PKC : Protein Kinase C

PPARa : Peroxisome Proliferator-Activated Receptor alpha
PTP : Permeability Transition Pore

RaM : Canal Rapid Mode

RIP : receptor-Interacting Protein

ROS : Reactive Oxygen Species

RT-PCR : Real Time Polymerase Chain Reaction
RyR : Ryanodine Receptor

SCLCC : Small Cell Lung Cancer Cell

SDS : Sodium Dodecyl Sulfate

Smac/DIABLO : Second Mitochondrial Activator of Caspase/Direct IAP Binding protein
with Low pl

STS : Staurosporine

SVF : Sérum de Veau de Foetal

TBP : TATA-box Binding Protein

TBS : Tris Buffer Saline

TEMED : TEtraMéthyl EthyléneDiamine

TFAM : Mitochondrial Transcription Factor

TLR : Toll Like Receptor

TNF : Tumor Necrosis Factor

TNFRI : TNF Receptor

TOM 40 : Transporter of Outer Membrane 40
TRADD : TNFR Associated Death Domain
TRAF2 : TNFR Associated Factor 2

TRAIL : TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand
TUNEL : Terminal deoxyNucleotidyl Transferase-mediated dUTP Nick End Labeling
UP : Transporteur Uniport

UPR : Unfolded Protein Response

UV : Ultra-Violets

VDAC : Voltage-Dependent Anion Channel
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Figure 1.1: Structure de la mitochondrie. La mitochondrie est délimitée par deux
membranes : une membrane mitochondriale externe perméable aux molécules d’un poids
moléculaire inférieur & 10 kDa et une membrane interne imperméable formée de replis
contenant les protéines responsables de la phophorylation oxydative. La matrice
mitochondriale contient quant & elle I’ADN mitochondrial, des ribosomes mitochondriaux et
les ARNt mitochondriaux responsables de la synthése protéique des mitochondries et des

enzymes. http://cellbio.utmb.edu/cellbio/mitmor6.jpg

Caractéristiques Génome nucléaire Génome mitochondrial
Taille ~3,3x10" bp 16 569 bp

Nombre de molécules 23 dans les cellules Plusieurs milliers de copies
d’ADN par cellule haploides, 46 dans les par cellule (polyploidie)

cellules diploides

Nombres de génes encodés ~ 20 000 — 30 000 31
Introns Fréquents Absents
% d’ADN codant ~ 3% ~93%

Des histones associés aux
nucléosomes, autres
protéines

Protéines associées

Pas d’histones, mais d’autres
protéines telles que TFAM
qui forment des nucléoides

Mode de transmission Mode mendélien pour les
chromosomes autosomiques
et le chromosome X, '
transmission paternelle pour

le chromosome Y

Exclusivement maternel

Réplication Réalisée par les polymérases | Réalisée par la polymérase y
aetd
Transcription La plupart des génes sont Tous les genes des 2 brins
transcrits individuellement sont transcrits en larges ARN
polycistroniques
Utilisation des codons Code génétique universel AUA pour la methionine,
TGA pour le tryptophane,
AGA et AGG pour les
codons STOP

Table 1.1 :Comparaison entre le génome nucléaire humain et le génome mitochondrial

humain (Taylor and Turnbull 2005)




1. Introduction

1. Introduction

1.1 La mitochondrie, organite multifonctionnel

1.1.1 Structure et caractéristiques

Les mitochondries, organites d’environ 1um classiquement décrits comme ayant une
structure en forme de batonnet ou de spheére, sont présentes dans toutes les cellules
eucaryotes. Cependant, depuis quelques années, il a été prouvé que ces organites s’organisent
en un grand réseau dynamique (Chen and Chan 2005). En effet, celles-ci forment un réseau
complexe interagissant avec d’autres composants cellulaires, en particulier le cytosquelette et
le réticulum endoplasmique. Ce réseau serait important notamment dans le cadre de la
dynamique mitochondriale, dans la réplication du génome mitochondrial et des processus tels
que I’homéostasie calcique (Frey and Mannella 2000).

Le nombre de mitochondries par cellule varie de 0 pour les érythrocytes a 10 000 pour
les cellules du muscle strié. Le nombre moyen est de 500 a 2000 mitochondries par cellule.
Le nombre de mitochondries dans une cellule est proportionnel a la demande en substrat et en
oxygene d’un type cellulaire particulier (Finsterer 2004).

La mitochondrie dérive de I’endosymbiose d’une bactérie de la classe des a-
protéobactéries et plus particuliérement du groupe des bactéries Rickettsia (Gray, Burger et al.
1999), comme [’attestent certaines caractéristiques telles que la présence de 2 membranes et
d’un génome propre.

Les 2 membranes mitochondriales sont structuralement différentes (Figure 1.1). Tout
d’abord, la membrane externe (MME) est constituée d’une double couche lipidique
perméable aux molécules hydrosolubles dont le poids moléculaire est inférieur a 10 000 Da.
Des protéines telles que la porine (VDAC : Voltage-Dependent Anion Channel) et les
protéines membres de la famille Bcl-2 (voir point 1.4.5.1) sont présentes dans cette
membrane. Par ailleurs, la membrane interne (MMI), de composition lipidique différente
(pas de cholestérol mais présence de cardiolipine), posséde quant a elle des replis permettant
d’augmenter la surface. Elle est imperméable a la plupart des molécules et des protons
excepté les molécules non chargées comme 1’0O,, le CO,, et ’eau. Le passage des grosses
molécules et des protons a travers cette membrane n’est possible que grace a des protéines de
transport. En effet, la MMI est constituée de 70% de protéines. C’est dans cette membrane
interne que 1’on retrouve les protéines constituant la chaine respiratoire et I’ ATPsynthase (Fo-
F}), responsables de la production d’ATP, les transporteurs d’ions, le pore ANT (Adenine-
Nucleotide Translocator) ainsi que d’autres transporteurs de substrats du cycle de Krebs...
L’espace situé entre ces deux membranes, I’espace intermembranaire, contient de
nombreuses protéines délocalisables telles que le cytochrome c, I’adénylate kinase ... Enfin,
la zone interne de la mitochondrie, la matrice, contient de nombreuses enzymes dont celles
responsables du cycle de Krebs, la plupart des enzymes catalysant 1’oxydation des acides gras,
des protéines chaperonnes ainsi que la machinerie de synthése mitochondriale (ribosomes et
ARNY) et I’ADN mitochondrial (Finsterer 2004).

1.1.2 Génome mitochondrial

La mitochondrie est le seul organite possédant son propre génome au sein de la cellule
eucaryote, excepté pour les chloroplastes des cellules végétales. Les constituants protéiques




Figure 1.2 : Carte du génome mitochondrial. Le génome mitochondrial code pour 13
protéines impliquées dans la chaine respiratoire ainsi que 22 ARNt et 2 ARNr. Parmi les
génes codant pour les 13 polypeptides, citons : ND1 a ND6 et ND4L = sous-unités de la
NADH déshydrogénase (complexe I) ; cytb = cytochrome b (sous-unité du compexe III) ;
COX I, COXII, COX III = sous-unités de la cytochrome ¢ oxydase (complexe IV) : A6 et A8
= sous-unités de la FOF|ATP synthase (complexe V). Les génes codant pour les ARNt sont
renseignés par le code a une lettre correspondant & 1’acide aminé porté par celui-ci.
http://www.ccc.columbia.edu/Mitochondrial Diseases/mito/index.html

Complex  Term Subunits NSEN  NSEM NPT

1 NADH dehydrogenase 41 4 7 {ND -6, ND4L) 4

I Succinate dehvdrogenase 4 4 ] 0

1 Ubiguinone cvtochrome-c 11 1 1 {eytochrome-b) 4
oxidoreductase

v Cyvtochrome oxidase 13 10 JCOX LI D 2

v ATP synthase 14 12 2(ATPase 6and 8) O

NSEN, number of subunits encoded by nDNA: NSEM, number of subunits encoded by
mtDNA: NPTL number of protons transferred to the intermembrane space.

Table 2.2 : Composants des complexes protéiques encadrés par les génomes nucléaire et
mitochondrial. Le nombre de sous-unités encodées par le génome nucléaire (NSEN) et le
nombre de sous-unités encodées par le génome mitochondrial (NSEM) ainsi que le nombre de
protons exportés par complexe (NPTI) sont indiqués (Finsterer 2004).




1. Introduction

mitochondriaux sont codés soit par le génome mitochondrial, soit par le génome nucléaire.
En effet, pour assurer une symbiose plus stable entre la proto-mitochondrie et sa cellule hote,
la plupart des geénes assurant le métabolisme mitochondrial et la biogenése mitochondriale ont
été transférés au cours de I’évolution dans le génome nucléaire (Green and Reed 1998).
Actuellement, prés de 95% des protéines mitochondriales sont codées par le génome
nucléaire, ce qui rend la mitochondrie dépendante de celui-ci. Le génome mitochondrial
difféere du génome nucléaire par plusieurs aspects repris a la table 1.1 (Taylor and Turnbull
2005).

Le génome mitochondrial consiste en une molécule d’ADN circulaire double brin (un
brin dit "lourd" riche en guanines et un brin dit "léger" riche en cytosines), multi-copie, d’une
taille de 16,5 Kb chez I’homme (Figure 1.2). Parmi les génes qui le composent, citons : 2
génes codant pour les ARN ribosomiques (12S et 16S), 22 génes codant pour des ARN de
transfert propres a la mitochondrie et nécessaires a I’expression du génome mitochondrial, 13
génes codant pour des protéines de la chaine respiratoire (Table 1.2). Les autres protéines
composant la chaine respiratoire ainsi que toutes les autres protéines mitochondriales sont
encodées par le noyau, synthétisées dans le cytoplasme et importées dans la mitochondrie via
un systéme d’adressage spécifique (Finsterer 2004).

Lorsqu’il y a réplication du génome mitochondrial, c’est d’abord le brin lourd qui est
répliqué selon le modele du « déplacement de brin » (Clayton 1982). Lorsque la réplication
du brin lourd atteint les 2/3 du génome mitochondrial, ¢’est alors au tour du brin léger d’étre
répliqué. Les origines de réplication sont respectivement Oy et Or. L’enzyme principalement
impliquée dans ce mécanisme est la polymérase 7.

Dans I’ADN mitochondrial humain, I’initiation de la transcription peut avoir lieu sur
les 2 brins. La transcription, qui se fait a partir de promoteurs mitochondriaux, produit un
ARN polycistronique qui est ensuite processé pour enfin aboutir a des molécules de tRNA,
mRNA et rRNA. Quant a la transcription de génes nucléaires codant pour des protéines
mitochondriales, celle-ci est régulée par des facteurs de transcription tels que PPARa, PPARy
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptor), NRF-1 (Nuclear Respiratory Factor-1) (Butow
and Avadhani 2004),... Ces derniers sont eux-mémes sous le contrble du co-activateur
PGCla (PPARy Co-activator 1 o), impliqué dans la biogenése mitochondriale.

Les mRNAs codant pour les 13 protéines de la chaine respiratoire sont traduits par les
ARN ribosomiques mitochondriaux. Des mutations dans les tRNAs ou les rRNAs peuvent
étre source de pathologies diverses par altération de la traduction mitochondriale (Taylor and
Turnbull 2005) (Voir point 1.2).

La nature « multi-copie » du génome mitochondrial est & I’origine des phénoménes
d’homoplasmie et d’hétéroplasmie. On dit qu’il y a homoplasmie quand toutes les copies du
génome mitochondrial sont identiques. Au contraire, quand 2 ou méme plusieurs copies
différentes de ce génome sont présentes, on peut dire qu’il y a hétéroplasmie. Ces notions
deviennent importantes quand il y a présence de mutations dans I’ADN mitochondrial
pouvant mener a des pathologies (Taylor and Turnbull 2005) (Voir point 1.2).

1.1.3 Fonctions

Au sein de la cellule, les mitochondries accomplissent plusieurs fonctions dont la plus
importante est la production d’ATP et de NADH. Par ailleurs, celles-ci participent également
a la B-oxydation des acides gras, la synthése de stéroides, la séquestration du calcium dans la
matrice, le cycle de 1'urée et le déclenchement de 1’apoptose via la libération de facteurs
apoptogenes dans le cytoplasme. Ne seront détaillées dans cette partie que la respiration
cellulaire et la séquestration du calcium dans la matrice mitochondriale, 1I’implication de la
mitochondrie dans 1’apoptose sera détaillée au point 1.4.
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Figure 1.3 : La respiration cellulaire. La respiration cellulaire est un processus permettant
de produire de ’ATP a partir d¢ NADH ou de FADH,. Le NADH cede ses électrons au
complexe I tandis que le FADH, cede ses électrons au complexe II. Ces électrons vont
transiter de complexe en complexe et perdre progressivement leur potentiel énergétique :ils
seront finalement cédés a I’0O,. Ce potentiel est utilisé pour exporter des protons de la matrice
mitochondriale vers 1’espace intermembranaire, créant ainsi un potentiel électro-chimique.
Ce potentiel électro-chimique est lui-méme utilisé afin de faire rentrer les protons dans la
matrice via la FoF; ATP Synthase, ce processus est couplé avec la phosphorylation d’ADP en
ATP. (Nelson,D. L. et M. M. Cox (2000). Lehninger — Principles of Biochemistry, Worth
Publishers)




1. Introduction

1.1.3.1 La respiration cellulaire

La phosphorylation oxydative se trouve au cceur du métabolisme énergétique chez les
cellules animales et végétales ainsi que chez plusieurs formes microbiennes. Chez les
eucaryotes, ce processus se déroule dans la mitochondrie (Frey and Mannella 2000).

Le mécanisme fondamental par lequel la mitochondrie est capable de fournir de
I’énergie est un mécanisme chimiosmotique au cours duquel 1’énergie libre libérée lors de
I’oxydation de molécules de glucose est utilisée pour pomper des protons hors de la matrice
mitochondriale, établissant ainsi un gradient électro-chimique (Frey and Mannella 2000).

En effet, la chaine respiratoire est principalement constituée de S5 complexes
protéiques (Complexes I, II, III, IV et V) localisés dans la membrane interne de la
mitochondrie (Figure 1.3). Une molécule de NADH (potentiel réducteur éleve) produite par
le cycle de Krebs dans la matrice mitochondriale donne deux de ses électrons au complexe 1.
Ces électrons vont passer du complexe I au complexe III grace au coenzyme Q10. Deux
¢lectrons provenant du FADH,, produit lui aussi au niveau du cycle de Krebs, peuvent
également entrer dans la chaine respiratoire au niveau du complexe II et étre transférés au
complexe III grace au coenzyme Q10. Les électrons passent ensuite du complexe III au
complexe IV grice au cytochrome c. Les €lectrons sont enfin transférés sur une molécule
d’0,. Cette molécule d’O,, associée a 4 électrons provenant de la chaine respiratoire et 4
protons provenant de la matrice mitochondriale, va former 2 molécules d’eau. Par ailleurs, en
passant de complexes en complexes, les €lectrons perdent & chaque étape un peu de leur
énergie réductrice, ce qui permet de pomper des protons au niveau des complexes I, III et IV.

La synthése de I’ATP a partir d’ADP est réalisée par la F{FoATPsynthase (complexe
V de la chaine respiratoire) (Figure 1.3). Cette protéine va permettre le retour dans la matrice
des protons accumulés dans I’espace intermembranaire. L’énergie libérée lors de ce retour
permet de former de I’ATP a partir ’ADP + Pi. L’ATPsynthase est formée de 2 complexes
protéiques : tandis que la sous-unité Fy est intégrée en membrane interne et permet le transport
des protons, la sous-unité F; orientée vers la matrice mitochondriale, est responsable de la
phosphorylation de I’ADP en ATP.

Une fois produit, I’ATP peut étre transférée de la matrice mitochondriale vers le
cytosol. Ce transport est réalisé par I’ANT (Adenine Nucleotide Transporter). L’ANT
contribue lui aussi au maintien du potentiel de membrane mitochondrial puisque celui-ci fait
entrer 3 ADP (3-) en échange de 4 ATP (4-).

1.1.3.2 L’homéostasie calcique et la mitochondrie

Le calcium joue un réle important au niveau des voies de signalisation cellulaires. En
effet, une augmentation de la concentration cytosolique correspond généralement a une
activation d’une fonction cellulaire. Le réticulum endoplasmique a longtemps €té considéré
comme ['unique régulateur dynamique du calcium intracellulaire. = Cependant, les
mitochondries ont pris une place prépondérante dans la régulation de la concentration
calcique ces derniéres années. Les mitochondries sont effectivement connectées avec le
réticulum endoplasmique et la régulation de I’homéostasie calcique est non seulement
essentielle pour le contréle de leurs processus physiologiques, mais est également

fondamentale dans la modulation dynamique du signalling du calcium cytosolique (Brini
2003).




Figure 1.4: La mitochondrie et le transport calcique. L’entrée du calcium se fait
principalement par un transporteur uniport (UP) et par le canal RaM (RapidMode). Ceux-ci
permettent une entrée rapide de calcium dans la mitochondrie en cas d’augmentation rapide
de la concentration en calcium cytosolique. De plus, un canal RyR (Ryanodine Receptor)
peut également intervenir dans 1’accumulation du calcium des cellules excitables. La sortie
du calcium se fait quant a elle grace a des canaux antiports ou la sortie d’un ion calcium
s’accompagne de I’entrée d’un ion sodium. Le calcium est également capable de sortir par le
PTP (Permeability Transition Pore), pore traversant la double membrane mitochondriale et
formé de protéines mitochondriales telles que I’ANT (Adenine Nucleotide Translocator) et le
VDAC (Voltage-Dependent Anion Channel) (Brookes, Yoon et al. 2004).

Figure 1.5 : Le “Permeability Transition Pore”. Celui-ci est un pore aspécifique traversant
la double membrane mitochondriale permettant la libération du calcium dans le cytosol ainsi
que le cytochrome c. Ce pore est constitué¢ de I’ANT (Adenine Nucleotide Translocator), le
VDAC (Voltage-Dependent Anion Channel), la protéine matricielle Cyclophiline D (Cyp-D)
et le “Peripheral Benzodiazepine receptor” (BR) (Olson and Kornbluth 2001).
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L’accumulation du calcium dans la matrice mitochondriale a deux réles principaux.
Tout d’abord, la mitochondrie sert de réservoir calcique, permettant d’accumuler le calcium
cytosolique dans la matrice quand celui-ci est en concentration trop importante. Le second
role consiste a satisfaire les demandes énergétiques cellulaires en augmentant la production
d’ATP et de NADH a travers ’activation allostérique d’enzymes mitochondriales. En effet,
le calcium régule ’activité de 3 enzymes impliquées dans le métabolisme mitochondrial : 2
enzymes du cycle de Krebs (isocitrate déshydrogénase, a-cétoglutarate déshydrogénase) et la
pyruvate déshydrogénase (Brini 2003). L’augmentation de la concentration matricielle en
NADH peut provoquer une production accrue de ROS (Reactive Oxygen Species) puisque le
transport d’électrons au niveau de la chaine respiratoire est augmenté et que le calcium active
¢galement la FoF{ATPSynthase ainsi que I’ANT (Brookes, Yoon et al. 2004).

Le transport mitochondrial du calcium a tout d’abord été décrit comme une
accumulation active et une libération passive du calcium. Ce trafic mitochondrial calcique se
déroule principalement de 2 fagons (Figure 1.4). Tout d’abord grace & un canal uniport se
trouvant dans la membrane mitochondriale interne et permettant 1’accumulation du calcium
selon son gradient électrochimique ( ~180mV, la matrice étant négative). Ensuite, grace a un
canal antiport échangeant des ions calcium contre des ions sodium ou des protons. Grace au
fonctionnement de ce canal antiport, 1’équilibre électrochimique n’est jamais atteint (échange
d’une charge + contre 2 charges +) (Brini 2003; Campanella, Pinton et al. 2004).

Le calcium est également I’activateur fondamental du PTP (Permeability Transition
Pore) (Figure 1.5). Celui-ci est un complexe multi-protéique inséré dans les membranes
mitochondriales interne et externe dont I’activation provoque une diminution du potentiel de
membrane et la disruption de la membrane mitochondriale externe, menant finalement a
I’activation des mécanismes apoptotiques. Cependant, des concentrations élevées et
prolongées en calcium cytosolique sont requises pour augmenter la concentration en calcium
mitochondrial telle qu’elle puisse provoquer I’ouverture du PTP. L’ouverture du PTP ne peut

dés lors avoir lieu que si la concentration en calcium cytosolique est assez élevée (Olson and
Kornbluth 2001).

1.2. Les maladies mitochondriales

1.2.1 Généralités

Malgré sa petite taille, les mutations ponctuelles ainsi que les réarrangements et les
délétions au niveau du génome mitochondrial sont une cause importante (1 cas sur 5000) de
maladies héréditaires chez ’homme (Dimauro and Davidzon 2005). Ces maladies affectent le
plus souvent les muscles et les tissus nerveux (épilepsies, démence, myopathie, ataxie,...),
organes les plus consommateurs en énergie et donc les plus riches en mitochondries ; mais il
n’est pas rare que les voies gastro-intestinales (constipation, dysphagie,...), les voies
respiratoires (pneumonies, faiblesses respiratoires,...), le systéme endocrinien (diabéte,...) et
le systéme optique (atrophies optiques, cataracte,...) soient atteints également.

Génétiquement, ces maladies affectent soit des génes impliqués dans la machinerie de
synthése de protéines mitochondriales (mutations au niveau des ARNt, ARNTr), soit des génes
codant pour des protéines faisant partie de la chaine respiratoire (Dimauro and Davidzon
2005). De plus, certaines maladies mitochondriales peuvent également étre déclenchées par
des altérations du génome nucléaire puisque la plupart des protéines impliquées dans le
métabolisme mitochondrial et le maintien de I’ADN mitochondrial sont encodées par le noyau
(Taylor and Turnbull 2005).
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Clinical disorders that are caused by muiations in mitochondrial DNA

Mitochend vial DNA Clinical phenotype DN A genotype Geme Status Iuberitance Reference
Disorder
Kearrs-Sayre syndrome Progressive my opathy, Asingle. large-scale Several deleted genes Heteroplzsouc Uswually sporadic GLISK
ophthalmeplepia deletion
cardiomvopatin )
CPEO Ophthalmeplegia A single. large-scale Several deleted genes Heteroplasmic Usually sporadic 6t 6d
deletion
Pearsen syndrpme Pancytopoenia, lacue aadosis :‘l\ ]smgle' large-scale Several delered genes Heteroplasouc Uswally sporadic 3
deletion
MELAS My opathy, encephalopathy lactic 200G RAUTC TRNLI Heteroplasmmie Madermal 159
scidosis, stroke -like eprsodes
Indu idual inutations ND I and NDI3 Heteroplasmig Maternal {66, 161
MERRF Myodlome epilepsy. myopathy B3LIACGL 838010 TRNK Hetereplasmie Muernal 62
NARP Neumspathy, ataxia, retinilis 83T Alre Heteroplasmic Matena| 163
plgnenloss
MILS Progressive brsin-stem disorder 8O3 T=C Alpe Heteroplasimic Maternal 67
MIDD Diabetes, deafness 3243A-G TRNLI Hetereplasmic Maternal 164
LHON Optic neurepaihy 300GV A ND Hetero- or homoplasmic Maternal 163
LITTRGA ND+ Hetero- or homoplasmie Maiernal 62
(384100 N6 Heteree or homoplasmic Maiernal 166
My opathy and dhshetes Myapathy, weakness, dizbetes 147097 TRNE Hetere ar homoplasmie Materal in7 16X
Sensorineural hearing loss Deafiess 1555ARG RNR I Homeplasmic Maternal 58
Enais idual mutsions TRNS! Hetero or homoplas mic Matenul UEARY
Exercise intolerance Fatigue, muscle weakness Indvvidual mutstions Cre Heteropl asmic Sporachc o8
Fatal, wmfmtile Encephalopathy, laciic acidosis HHESRTC 9TC ND 2 Heteroplasmic Speradic 65

encephalopathy . Lagh'
Lagh-like syndroms

ATP6, ATPase tx CPEQ. chronic progressive external ophthalmoplegia, CYB, cywochnome b, LHON, Leberheweditery optie neuropathy; MELAS, miochondiial mwy opathy, encephalopathy  lactic
aadesis and stroke-hke episodes; MERRF, myoclomic epilepsy and ragged-red fibres: MIDD. maternally-inhented diabetes and deafiess: MILS, matemally-inherited Leigh syndrome; NDZ 3 6

NADH dehvdrogenase subunits 1.3-6: NARP, neurogenic weakness, ataxia and retinitis pigmentosa: R¥VRZ . 125 nbosomal RNA: TRNE TRNK FRNLE TRNST, witochondrial (RNAs
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En ce qui concerne I’ADN mitochondrial, une mutation peut étre présente dans toutes
les copies du génome mitochondrial, la mutation est dite homoplasmique dans ce cas. Par
contre, si celle-ci n’affecte qu’une partie des molécules d’ ADN mitochondrial, la mutation est
dite hétéroplasmique. En cas de mutation hétéroplasmique, il existe un niveau seuil de
mutation (90% dans le cas de la mutation A8344G) qui doit étre atteint pour provoquer un
phénotype biochimique et clinique (Taylor and Turnbull 2005). De plus, en fonction du
niveau d’hétéroplasmie et des individus, une mutation peut provoquer différents phénotypes.

La table 1.4 reprend de fagon non exhaustive les principales maladies causées par des
mutations dans I’ ADN mitochondrial (Taylor and Turnbull 2005).

Plusieurs stratégies visant a restaurer la fonction mitochondriale par complémentation
ou par manipulation du niveau d’ADN muté ont été considérées. La complémentation d’une
protéine mitochondriale non fonctionnelle peut se faire par expression allotopique, c’est-a-
dire que le géne codant pour la protéine mitochondriale est non plus codé par le génome
mitochondrial, mais par le génome nucléaire. Une séquence d’adressage est ensuite ajoutée a
la séquence d’intérét afin que la protéine puisse étre importée dans la mitochondrie apres
synthése. Cette méthode a été étudiée sur des cellules cybrides homoplasmiques pour la
mutation T8993G (Mutation dans la sous-unité 6 de I’ATP synthase) en transfectant les
cellules de fagon stable avec le géne codant pour cette protéine (Manfredi, Fu et al. 2002).
Cette stratégie a également été étudiée dans le cas de mutations touchant des tRNA
mitochondriaux et plus particuliérement concernant la mutation MERRF (Kolesnikova,
Entelis et al. 2004). Par ailleurs, d’autres approches thérapeutiques sont en cours
d’élaboration : le retrait de produits toxiques comme 1’acide lactique, 1’administration
d’accepteurs artificiels de la chaine d’électrons comme la vitamine K3 et la vitamine C ainsi
que I’administration de capteurs d’oxygéne radicalaire et I’administration de métabolites et de
cofacteurs comme le co-enzyme Q10 (DiMauro 2001).

1.2.2 Le syndrome MERRF

Sur les quelques 50 mutations ponctuelles répertoriées dans 'ADN mitochondrial
causant des maladies chez I'humain, un peu plus de 35 se situent dans les génes codant pour
les ARN de transfert. Parmi ces mutations, 1'une des mieux étudiées est la transition A>G en
position 8344 dans le géne codant pour le tRNA™®. Cette mutation cause le syndrome
MERRF (Myclonic Epilepsy and Ragged-Red Fiber) (Chomyn 1998).

Chez la plupart des patients, cette mutation existe a l'état hétéroplasmisque, la
proportion dADN muté variant non seulement d'une cellule a l'autre, mais également d'un
tissu a l'autre (Chomyn 1998). Comme énoncé précédemment, le seuil de mutation nécessaire
pour que les symptdmes se manifestent s’éleve a 90%.

Au niveau génétique, cette mutation touche la boucle t de I’ARN de transfert pour la
lysine et non pas directement I’anticodon (Figure 1.6). Cependant, cette mutation empéche la
MTU1 (mitochondrial tRNA-specific 2 thiouridylase 1) d’effectuer la thiolation de I’uridine
en position 1 de I’anticodon. De plus, 1’absence d’une deuxiéme modification normalement
réalisée par MSS1 et MTO1 consistant a greffer un taurinométhyl sur cette méme uridine a
également pu étre mise en évidence chez des cellules cybrides MERRF (Voir point 1.3.2).
L’absence de ces modifications post-traductionnelles entraine dés lors une liaison moins
efficace de ’ARNt au site A du ribosome mitochondrial ainsi qu’une interaction
codon/anticodon altérée au niveau de I’uridine en question. Cette mutation entraine donc une
terminaison prématurée de la traduction et/ou éventuellement des erreurs de lecture dues au
changement de phase de lecture (Umeda, Suzuki et al. 2005). Par conséquent, la cellule doit
faire face & une synthése de protéines mitochondriales non fonctionnelles (particulierement les
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Figure 1.6 : Mutation A8344G dans PARNt™ de PADN mitochondrial responsable du
syndrome MERRF. L’ARNt sauvage codant pour la lysine est représenté a gauche de la
figure tandis que I’ARNt codant pour la lysine et présentant la mutation A8344G dans la
boucle t est représenté a droite de la figure. Cette mutation, méme si celle-ci ne se situe pas
au niveau de 1’anti-codon, est capable de moduler les modifications post-transcriptionnelles
de la premiére uridine de cet anti-codon, altérant la reconnaissance codon/anti-codon lors de
la traduction des protéines mitochondriales (Yasukawa, Suzuki et al. 2001).

Figure 1.7 : Cellule porteuse de la mutation MERRF. Vue au microscope électronique
d’une cellule porteuse de la mutation MERRF. Les mitochondries y sont abondantes et
s’accumulent au niveau du sarcolemme (Wallace 1999). (Nelson,D. L. et M. M. Cox (2000).
ILehninger — Principles of Biochemistry, Worth Publishers)
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protéines possédant un nombre €levé de lysines) et a I’accumulation de peptides tronqués dans
la mitochondrie (Chomyn 1998). De plus, il a également été démontré que la mutation
A8344G, tout comme d’autres modeles de dysfonctionnements mitochondriaux, entraine une
réponse adaptative de la cellule, suivant le principe de communication moléculaire rétrograde
(Arnould, Vankoningsloo et al. 2002). En effet, une étude protéomique comparant des
cellules cybrides mutées et des cellules cybrides sauvages a mis en évidence des variations
d’expression de protéines codées par le génome nucléaire, qu’il s’agisse de protéines
cytosoliques (protéines en relation directe avec le MME) ou mitochondriales (Tryoen-Toth,
Richert et al. 2003). L’expression de ces protéines peut étre augmentée, comme dans le cas
de la pyruvate déshydrogénase, ou diminuée, comme dans le cas des protéines faisant partie
du complexe IV de la chaine respiratoire.

Biochimiquement, les cellules atteintes de la mutation présentent des activités
enzymatiques réduites dans la chaine respiratoire (plus particuliérement concernant les sous-
unités protéiques faisant partie des complexes I et IV), une consommation réduite en oxygene,
une croissance cellulaire moindre sur des substrats tels que le galactose (qui a besoin d’étre
métabolisé par la mitochondrie), et une augmentation de la production en acide lactique (da a
I’augmentation de [’activité glycolytique) (Jacobs 2003). Ces altérations ménent a une
diminution de la production d'ATP.

Par ailleurs, le potentiel de membrane mitochondrial est également altéré. En effet,
une diminution de 50 mV par rapport a des cellules contrdles a été mise en évidence dans des
fibroblastes atteints de la mutation (James, Wei et al. 1996). Cette diminution du potentiel de
membrane mitochondrial a de nombreuses conséquences délétéres pour la cellule : réduction
de la synthese d’ATP et shift vers un métabolisme glycolytique, perturbation de I’homéostasie
cellulaire du calcium (contribution au mécanisme de I’apoptose) (Voir point 1.4.7).

Histologiquement, cette maladie se caractérise par une accumulation de mitochondries
anormales sous le sarcolemme des cellules musculaires squelettiques (Ragged Red Fibers),
cellules demandant un apport énergétique important (Figure 1.7). En effet, non seulement les
mitochondries sont plus nombreuses, mais leur taille augmente également, ceci résultant
probablement d’une activation compensatrice de la biogenése mitochondriale en réponse au
dysfonctionnement causé par la mutation et impliquant la surexpression de génes codant pour
des protéines impliquées dans les complexes de la chaine respiratoire. Il a aussi été démontré
que, dans les cellules porteuses de la mutation MERRF, les lysosomes secondaires et les corps
résiduels sont plus abondants, ce qui pourrait s’expliquer par une dégradation rapide des
mitochondries non fonctionnelles (James, Wei et al. 1996).

Cliniquement, cette maladie est une encéphalomyopathie caractérisée par des

épilepsies myocloniques, des ataxies, des myopathies mitochondriales et une perte de
l'audition (Chomyn 1998).

1.3 Modeles cellulaires utilisés

Afin d’étudier les effets de la mutation A8344G dans I’ ADN mitochondrial, différents
matériels biologiques peuvent étre utilisés. Des biopsies, principalement musculaires,
constituent un matériel de choix car celles-ci sont physiologiques. Cependant, le niveau
d’hétéroplasmie variant non seulement d’un individu a I’autre, mais également d’une cellule a
I’autre et I’age du patient influengant aussi 1’avancement de la maladie, ceci rend souvent
I’interprétation des résultats difficile par manque de reproductibilité. Des cellules
principalement musculaires ou fibroblastiques provenant de patients atteints peuvent étre
cultivées, mais leur utilisation est limitée (faible disponibilité, nombre limité de passages en
culture). D’autres outils cellulaires ont été mis au point afin d’étudier cette mutation : il s’agit
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des cellules cybrides obtenues a partir de la fusion de lignées de cellules déplétées en ADN

mitochondrial (cellules rho0) et de cellules énucléées issues de patients portant la mutation
MERRF.

1.3.1 Cellules totalement déplétées en ADN mitochondrial

Les cellules rho0 possédent des mitochondries déplétées en ADN mitochondrial. Ces
mitochondries ne synthétisent pas les 13 polypeptides nécessaires a la formation de la chaine
respiratoire. Des lors, les cellules ne respirent pas et la production cellulaire en ATP se fait
par la voie de la glycolyse (rendement moindre que la respiration cellulaire). Les cellules
rho0 se divisent presque a la méme vitesse que les cellules non déplétées quand celles-ci se
trouvent dans un milieu de culture contenant du glucose supplémenté en pyruvate (nécessaire
a l'oxydation du NADH cytosolique par la lactate déshydrogénase) et en uridine (nécessaire
pour compenser l'absence de synthése de la pyrimidine) (Chomyn 1998).

L’obtention de cellules déplétées en ADN mitochondrial se déroule en 2 étapes. La
premicre €tape consiste en une inhibition de la réplication de I’ADN mitochondrial grace au
bromure d’éthidium qui a la capacité, a faible concentration, d’inhiber la polymérase y. Les
molécules d’ADN mitochondrial sont donc progressivement diluées dans la population
cellulaire en prolifération. Théoriquement, dans une cellule contenant en moyenne 1000
molécules d’ ADN mitochondrial au départ, le nombre de molécules d’ADN mitochondrial est
réduit a 0,6 apres 14 générations. Cependant, une molécule suffit pour repeupler la cellule en
absence de bromure d’éthidium, aboutissant ainsi & une réversion de phénotype. Les cellules
déplétées en ADN mitochondrial sont ensuite sélectionnées en présence d’un inhibiteur de la
chaine respiratoire mitochondriale afin de ne sélectionner que les cellules qui ont subi le
« shift glycolytique ». A ce niveau, on distingue 2 types de populations : des populations
clonales (rho0) obtenues par dilutions sériées (cellules ne possédant plus de molécules d’ADN
mitochondrial et ne demandant plus aucun traitement au bromure d’éthidium), des
populations non clonales (rho’, cellules possédant encore des molécules d’ ADN mitochondrial
mais en faible quantité et ou le traitement au bromure d’éthidium est encore nécessaire afin
d’éviter toute réversion du phénotype) (Swerdlow 2007).

1.3.2 Cellules cybrides

Afin d’étudier les conséquences biochimiques et fonctionnelles de mutations ou
délétions dans I’ ADN mitochondrial, des cultures de cellules cybrides furent mises au point a
partir de lignées de cellules humaines (DiMauro 2001). Les cellules cybrides (« cytoplasmic
hybrid ») permettent d’exprimer des séquences sélectionnées d’ADN mitochondrial en méme
temps que des séquences connues et constantes d’ADN nucléaire (Swerdlow 2007).

Des cellules cybrides obtenues par fusion de myoblastes énucléés (= cytoplastes) et de
cellules rhoO furent disponibles dés 1989 (King and Attardi 1989). La fusion des 2 types
cellulaires est facilitée par le polyéthyléne glycol ou par injection directe des cytoplastes dans
les cellules Rho0. Pour des raisons de facilité, les cytoplastes furent remplacés quelques
années plus tard par des plaquettes, cellules naturellement énucléées (Chomyn, Lai et al.
1994).

Comme énoncé précédemment, les cellules utilisées au cours de ce mémoire sont des
cellules cybrides mutées obtenues a partir de la fusion de myoblastes énucléés de patients
atteints du syndrome MERRF causé par la mutation A8344G (homoplasmique) avec des
cellules rho0 obtenues a partir d’un ostéosarcome humain (cellules 143B) (Don du Prof.
Ramon Marti, Laboratoire de Pathologie Neuromusculaire Mitochondriale, Institut de
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Figure 1.8 : Mode de déroulement et comparaison de ’apoptose et la nécrose. La nécrose
se caractérise par le gonflement de la cellule jusqu’a son éclatement alors que I’apoptose se
défini par une condensation de la cellule, une fragmentation du noyau et la formation de corps
apoptotique. http://www.theses.ulaval.ca/2005/23101/ch01.html
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Figure 1.9 : Protéines impliquées dans la voie apoptotique du nématode Caenorabditis
Elegans et leurs homologues chez les mammiféres (Chang and Yang 2000).
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recherche de I’'Hopital Universitaire Rebecca, Barcelone, Espagne). Leur comportement sera
comparé a celui des cellules cybrides sauvages provenant des cellules 143B rhoO repeuplées
avec des mitochondries provenant d’individus sains.

1.4 L’apoptose

Dans l'organisme, le contrdle de I'équilibre entre division cellulaire et mort cellulaire
est sous la dépendance de plusieurs mécanismes. Parmi ceux-ci, la nécrose et l'apoptose ont
un role essentiel dans le déclenchement de la mort cellulaire (Figure 1.8).

L'apoptose est un processus biologique impliqué dans le développement embryonnaire
et dans plusieurs processus physiologiques ou pathologiques notamment quand 1'ADN est
endommagé par un virus ou par des attaques oxydatives. L’apoptose est une mort cellulaire
programmeée au cours de laquelle des cellules sont détruites tout en conservant 1’intégrité et
I’architecture des tissus environnants.

Les cellules subissant 1’apoptose adoptent des structures morphologiques bien
particuli¢res (Figure 1.8). Tout d’abord, les cellules rétrécissent, la chromatine est ensuite
hypercondensée, les chromosomes sont clivés aux régions inter-nucléosomales, il y a
bourgeonnement de la membrane plasmique, le contenu cellulaire est enfin réparti dans des
corps apoptotiques. La membrane plasmique restant intégre tout au long du processus,
aucune réaction inflammatoire n’est déclenchée (Shi 2004).

Dans certains cas pathologiques, le processus d’apoptose peut étre suractivé (maladies
neurodégénératives, ischémie, désordres immunitaires,...) ou inhibé (cancers, désordres
immunitaires).

1.4.1 Premiers pas dans la découverte de ’apoptose...

La notion d’apoptose a été introduite en 1972 par Kerr et collaborateurs (Kerr, Wyllie
et al. 1972). Le phénoméne d’apoptose a d’abord pu étre étudié grace au nématode C.
Elegans. En effet, lors du développement de celui-ci, 1090 cellules sont générées.
Cependant, 131 d’elles subissent une mort cellulaire programmée. En observant des
diminutions ou augmentations du processus apoptotique dans ces cellules provenant de
souches mutantes, les génes impliqués dans I’apoptose ont pu étre mis en évidence. Kerr et
al. Ont pu mettre en évidence 4 geénes (Figure 1.9). Trois d’entre eux (egl-1, ced-3, ced-4)
sont des génes pro-apoptotiques tandis que le quatriéme est un géne anti-apoptotique (ced-9).
Ces geénes possedent leurs homologues chez les mammiferes (Figure 1.9).

1.4.2 Les caspases, acteurs centraux de ’apoptose

Les caspases, ou «Cystéines ASpartate Proté ASES», sont les acteurs centraux du
phénomeéne d’apoptose. Celles-ci sont au nombre de 14 chez les mammiféeres dont 11 sont
présentes chez ’homme (Figure 1.10.a). Les caspases sont appelées de la sorte car ce sont
des cystéines protéases ayant la capacité de reconnaitre des séquences tétrapeptidiques
(excepté la caspase 2) et de cliver aprés un résidu aspartate les substrats possédant ces
séquences (Donepudi and Grutter 2002). Leur séquence primaire comprend un pro-domaine
N-terminal suivi d’une large sous-unité catalytique de 20 kDa (p20) et d’une plus petite sous-
unité de 10 kDa (p10). Les caspases se trouvent a 1’état inactif dans le cytosol de la cellule en
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Figure 1.10 : Structure et mode d’activation des caspases mammaliennes.

a) 14 caspases ont été recensées a ce jour chez les mammiféres. Parmi celles-ci, nous
distinguons 2 grands groupes : les caspases impliquées dans I’inflammation (caspases
1,4,5,...) et les caspases impliquées dans 1’apoptose. Ces derniéres se subdivisent en 2
groupes : les caspases effectrices (caspases 3, 6 et 7) possédant un court pro-domaine N-
terminal et les caspases initiatrices (caspases 2, 8, 9 et 10) possédant un long pro-domaine N-
terminal leur permettant des interactions avec d’autres protéines grace a leurs domaines DED
et CARD. Le site catalytique de chacune des caspases est représenté par L et la sous-unité
terminale par S. Les résidus aspartate (sites de clivage des caspases) sont représentés par la
lettre D. http://www.biochemj.org/bj/384/0201/bj3840201f01.htm?resolution=STD

b) L’activation des caspases est déclenchée par un clivage protéolytique. Le pro-
domaine N-terminal est d’abord clivé au niveau des résidus aspartates 119, 296 et 316. Ce
clivage permet 1’obtention de 2 chaines, une chaine o et une chaine f. Les chaines ayant
dimérisé constituent la caspase active (Donepudi and Grutter 2002).
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absence de stimuli pro-apoptotique. Elles sont alors appelées « zymogénes ». En début
d’apoptose, les caspases inactives sont activées par clivages successifs de leurs sous-unités
(Figure 1.10.b). Le premier clivage sépare la petite sous-unité de la grande sous-unité tandis
que le deuxieme clivage sépare le pro-domaine de la grande sous-unité. Ces clivages se font
au niveau de résidus aspartate ce qui permet aux caspases de provoquer des activations en
cascade. Apres clivage, les caspases ne sont pas encore totalement actives, il faut encore
qu’elles s’associent sous forme de tétrameéres (2 petites sous-unités + 2 grandes sous-unités)
pour ainsi obtenir 2 sites actifs par caspase active (Zimmermann, Bonzon et al. 2001;
Shiozaki and Shi 2004).

Bien que les caspases soient structuralement similaires, celles-ci peuvent étre classées
en 2 catégories sur base de leur fonction : les caspases initiatrices et les caspases effectrices
(Figure 1.10.a). Les caspases 2, 8 et 9 constituent les caspases initiatrices (premieres
caspases a étre activées lorsque 1’apoptose est déclenchée). Elles possédent un long pro-
domaine constitué de motifs CARD (Caspase-recruitment domain) ou DED (Death effector
domain) pouvant interagir avec des molécules activatrices, servant ainsi de signal
d’intégration pour les stimuli apoptotiques et pro-inflammatoires. Les caspases initiatrices
sont capables de s’auto-cliver et donc de s’auto-activer, provoquant ainsi une activation en
cascade (Zimmermann, Bonzon et al. 2001; Donepudi and Grutter 2002). Elles sont
également capables d’activer les caspases effectrices que sont les caspases 3, 6 et 7. Celles-ci
ne possédent donc pas de long pro-domaine N-terminal. Une fois activées, ces cystéines
protéases clivent leurs substrats et les rendent inactifs. A ce jour, pas moins de 60 protéines
sont répertoriées en tant que substrats d’une ou de plusieurs caspases effectrices chez les
mammiféres. Ces protéines possédent un ou plusieurs sites de clivage. Parmi ces protéines
substrats, citons des protéines impliquées dans la fragmentation de I’ADN dont iCAD
(inhibitor of caspase — activated DNAse) qui, une fois protéolysée par la caspase 3, ne peut
plus inhiber CAD. CAD pleinement actif déclenche alors la fragmentation inter-
nucléosomale de I’ADN (fragments de x 180 pb) typique de ’apoptose. Par ailleurs, la
caspase 3 activée peut aussi cliver PARP (poly(ADP-ribose) polymérase), une enzyme
nucléaire capable de réparer les dommages a I’ADN, favorisant ainsi la fragmentation de
I’ADN. Les caspases effectrices peuvent également cliver des protéines faisant partie du
cytosquelette, aboutissant ainsi & un désassemblage de celui-ci. Par exemple, la caspase 6
clive la lamine (protéine de I’enveloppe nucléaire). Des protéines anti-apoptotiques de la
famille Bcl-2 (Bcl-2 et Bel-xL) sont également des substrats des caspases. Les fragments
obtenus peuvent alors servir de molécules non plus anti-apoptotiques, mais pro-apoptotiques.
De plus, la caspase 8 est capable de cliver le facteur Bid (inactif dans le cytoplasme) en
facteur tBid alors actif (Chang and Yang 2000).

1.4.3 Les inhibiteurs de caspases

Les caspases provoquent la mort cellulaire par clivage irréversible de nombreux
composants cellulaires. Par conséquent, une activation non contrdlée des caspases peut étre
fatale pour la cellule. Les IAPs, protéines inhibitrices de 1’apoptose, ainsi que des
mécanismes de phosphorylation et de S-nitrosylation des caspases permettent d’éviter une
mort cellulaire non nécessaire (Chang and Yang 2000).

Les IAPs ont tout d’abord été identifiées dans le génome du Baculovirus ou celles-ci
ont été reconnues comme ayant la capacité de supprimer I’apoptose des cellules infectées par
le virus. Les IAPs suppriment la mort cellulaire en interagissant avec 1’activité enzymatique
des caspases et en les inhibant. Six IAPs sont codées par le génome humain (Figure 1.11).
Ces IAPs ont pour cible la caspase 9 (caspase initiatrice) et les caspases 3 et 7 (caspases
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Figure 1.11 : Représentation schématique de la famille des IAPs humaines. Les divers
domaines sont représentés ainsi que le nombre d’acides aminés composant chaque protéine
(Reed 2000).
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effectrices). Les IAPs n’inhibent pas les autres caspases telles que les caspases 6 et 8.
L’unité fonctionnelle des IAPs est le domaine BIR (Baculoviral IAP Repeat) constitué de 80
acides aminés et organisé autour d’un atome de zinc (Figure 1.11). XIAP, c-IAP1 et c-IAP2
contiennent chacun 3 domaines BIR. Chacun de ces 3 domaines posséde des fonctions
distinctes. Le 3°™ domaine BIR (BIR3) de ces IAPs inhibe efficacement [’activité de la
caspase 9 active tandis que la région faisant la liaison entre BIR1 et BIR2 cible sélectivement
les caspases 3 et 7. Cette inhibition est hautement spécifique (Shi 2002).

Le niveau et I’activité des IAPs peuvent étre déterminants pour la cellule face a un
stimulus pro-apoptotique. De plus, ces deux caractéristiques sont modifiées négativement
durant 1’apoptose afin d’assurer une efficacité optimale du processus (Chang and Yang 2000).
L’inhibition des IAPs est réalisée principalement par une protéine appelée Smac (Second
mitochondria-derived activator of caspases) (Du, Fang et al. 2000) ou DIABLO (Direct IAP
Binding protein with Low pl) (Verhagen, Ekert et al. 2000). Une fois le processus
apoptotique engagé, la protéine Smac/DIABLO est libérée en méme temps que le cytochrome
¢ de I’espace inter-membranaire mitochondrial vers le cytosol. Tandis que le cytochrome c
active directement Apaf-1 et la caspase 9, Smac/DIABLO interagit avec les domaines BIR de
plusieurs IAPs et inhibe I’action de celles-ci (Shi 2002).

Plusieurs IAPs, et particuliérement cIAP1 et cIAP2, contiennent un domaine RING
opérant en tant qu’ubiquitine ligase (E3 ligase). Ce domaine catalyse le greffage d’une
ubiquitine sur les protéines substrats des IAPs, les ciblant alors vers le protéasome. Cette
activité E3 ligase peut étre dirigée contre des caspases (3 et 7), des régulateurs de caspases
(Smac), des protéines impliquées dans la transduction du signal d’activation de NFxB (IKKY)
ou de JNK (Jun N-Terminal Kinase) (Samuel, Welsh et al. 2006). Cependant, cIAP1 et
cIAP2 ne peuvent se lier qu’a la forme active des caspases 3 et 7 et non leur forme zymogene.
Néanmoins, ces IAPs sont capables de bloquer le clivage de la pro-caspase 3, suggérant que
celles-ci peuvent inhiber une caspase proximale responsable de I’activation de la caspase 3 se
trouvant en aval du cytochrome ¢ (Roy, Deveraux et al. 1997). Les protéines cIAP1 et cIAP2
se distinguent des autres IAPs car celles-ci sont connues pour étre recrutées par le domaine
cytosolique du récepteur II au TNF (TNFRII) via leur association avec les protéines TRAF1
et TRAF2 (TNF-Associated Factor). cIAP1 est également une composante du complexe
TNFRI a travers son association avec TRAF2 (Rothe, Pan et al. 1995) (Figure 1.19). Le
recrutement des cIAPs au niveau de TRAF1 et 2 en cas de stimulus apoptotique les
empécherait d’atteindre leurs caspases cibles (Roy, Deveraux et al. 1997). L’expression des
génes Birc2 et Birc3 codant respectivement pour cIAP1 et cIAP2 est principalement régulée
au niveau transcriptionnel par le facteur NFxB (LeBlanc 2003) (Voir point 1.4.4.3). De plus,
I’AMPc peut également réguler positivement 1’expression de Birc2 (Manderscheid, Pereda-
Fernandez et al. 2002), probablement par I’intermédiaire du site consensus CRE (cAMP
Responsive Element-Binding Protein) présent dans le promoteur de Birc2 (Dong, Nishiyama
et al. 2002). Ces deux facteurs de transcritpion, NFkB et CREB, coopérent probablement
dans la régulation de I’expression de ce géne puisqu’une inhibition de NFkB empéche
également I’induction de BIRC2 par I’AMPc (LeBlanc 2003).

Comme annoncé plus haut, un autre moyen d’éviter une entrée en apoptose non
désirée sont les modifications post-traductionnelles telles que la phosphorylation et la S-
Nitrosylation. Par exemple, la phosphorylation de la caspase 9 par Akt (Sérine-Thréonine
kinase en aval de la phosphatidyl inositol 3-kinase) inhibe I’activité de la caspase in vitro et
son activation in vivo (Chang and Yang 2000). Un autre moyen de modifier de fagon post-
traductionnelle les caspases est la S-nitrosylation. En effet, I’Oxyde Nitrique (NO) et les
molécules en dérivant sont capables d’inhiber 1’apoptose. Dans des cellules non stimulées, le
site actif de la caspase 3 est S-nitrosylé. Lorsque le processus apoptotique est activé, la
caspase 3 est dénitrosylée, ce qui favorise I’activité de la caspase 3 (Chang and Yang 2000).
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Figure 1.12 : Représentation schématique des protéines de la famille de NFkB, IkB et
des protéines IKK. La famille du facteur de transcription NFkB est constituée de p65, RelB,
c-Rel, p100/p52 et p105/p50. La famille des IkBs, inhibiteurs de NFxB, comprend IxBa,
IxBB, IxkBe, IxkBy et BCL-3. Les IKKs phosphorylant les IkBs sur deux de leurs résidus
sérine sont IKKa, IKKf et NEMO (Hayden and Ghosh 2004).
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1.4.4 Implications du facteur de transcription NFkB dans la réponse
apoptotique

Le facteur de transcription NFxB participe aux régulations des réponses cellulaires a
court et a long terme nécessaires pour ’adaptation des cellules aux diverses modifications de
I’environnement, comme la présence de cytokines inflammatoires, de pathogénes microbiens
se liant aux TLRs (Toll Like Receptors), ou encore la présence d’agents cytotoxiques
impliquant la fragmentation de I’ADN (agents chémothérapeutiques, stress oxydatifs, UV,...).
Parmi ces réponses cellulaires, citons : les réponses immunes innée et adaptative, la mort
cellulaire et I’inflammation.

Les membres de la famille NFkB, présents au nombre de 5 chez les mammiferes, sont
présents dans le cytosol des cellules non stimulées sous forme d’homo- ou d’hétéro- diméres
liés a des protéines de la famille des IkBs. (Figure 1.12) Les protéines NFxB sont
principalement caractérisées par la présence d’un domaine Rel (Rel Homology Domain)
conservé de 300 acides aminés localisé au niveau de la région N-terminale. Ce domaine est
responsable de la dimérisation, de la liaison & I’ADN et de I’interaction avec les IxBs. Les
IkBs empéchent NF«xB de transloquer vers le noyau en masquant sa séquence NLS (Nuclear
Localization Sequence). NF«B reste dés lors inactif dans le cytoplasme.

On distingue 2 voies d’activation principales de NFxB (Figure 1.13): la voie
classique et la voie alternative (Hayden and Ghosh 2004; Perkins 2007). La voie classique,
appelée également « voie canonique », est généralement considérée comme étant la principale
voie d’activation du facteur NFxB. Celle-ci est déclenchée notamment par les cytokines pro-
inflammatoires. La sous-unité B du complexe IkB kinase (IKK) est activée par
phosphorylation. Les IKKs ont alors pour role de phosphoryler les [kBs sur 2 résidus sérine
se trouvant dans la région N-terminale. Cependant, une voie alternative a été découverte.
Celle-ci implique non plus IKKB, mais IKKa. Cette derniére, une fois activée par des
cytokines telles que CD40L ou la lymphotoxine  (LTB) phosphoryle p100 (Neumann and
Naumann 2007).

Les IkBs phosphorylés sont reconnus par 1’ubiquitine ligase BTrCP, menant alors a
leur ubiquitination et & leur dégradation, ou a leur processing dans le cas de p100 et de p105,
par le protéasome. Les hétérodiméres NFxB sont alors libres de migrer vers le noyau et se
lier a leur séquence cis dans les régions promotrices des génes cibles impliqués dans la
réponse inflammatoire (cytokines, chemokines, molécules d’adhésion, COX-2, iNOS), dans la
protection contre 1’apoptote (Bcl-2, cIAPs,...). Les diméres NFkBs peuvent étre ensuite
inactivés par divers mécanismes dont le plus connu est celui ou les IkBa nouvellement
synthétisées se lient aux NFkBs nucléaires pour les exporter a nouveau dans le cytosol.

Signalons que I’activité de NFxB peut étre régulée a travers des modifications
covalentes, principalement par phosphorylation et par acétylation, modulant la capacité des
diméres NFxB a se lier a ’ADN cible, a recruter les co-activateurs et a interagir avec IxB.
Ces modulations de [Dactivit¢é de NFxB par différentes kinases/phosphatases,
acétylases/déacétylases procurent un mécanisme puissant pour [’intégration rapide et
réversible de signaux intracellulaires, permettant de moduler le recrutement de divers co-
activateurs transcriptionnels. La table 1.5 donne un apercu de la diversité des enzymes
modifiant post-traductionnellement les divers résidus de p65, et I’effet produit sur la fonction
de la protéine.

Lors d’un stimulus apoptotique, NFxB agit dans la plupart des cas comme un
activateur transcriptionnel anti-apoptotique. En effet, NFkB est impliqué dans la régulation
transcriptionnelle de protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2, Bel-xL, Mcl-1, c-FLIP,

11




A Classical NF-xB Pathway B Alternative NF-xB Pathway

Figure 1.13 : Voies classique et alternative de I’activation de NFkB. La voie classique
d’activation de NFxB est médiée par IKKf et méne a la phosphorylation de IxB. L’initiation
de la voie classique se fait notamment par TNFR1/2, TCR et BCR, TLR/IL-1R. La voie
d’activation alternative implique quant & elle, ’activation de IKKo par NIK menant & la
phosphorylation et au processing de p100, générant finalement des hétérodiméres p52:RelB.
L’initiation de cette voie se fait par la liaiason de LTBR, BAFFR et CD40R (Hayden and
Ghosh 2004).




Table

1.5:

,,T,?,::ifﬁ d modification enzyme(s) f&ﬁg&
1. RelA/p65 serine 536 phosphorylation KK transactivation &
KK transactvation #
IKKE transactivation 4
TBK1 nuclkear export ¥
RSK1 turnover *
serine 535 ghosghorylation CaMKIV  transactivation *

sering 529 phosphorylation CKil unknown
serine 468 phospharyiation GSK-31  transactivation v
KK transactivation v
IKKe: transactivation a
sorine 311 phosphorylation PKCL transactivation 4
serine 276 ghogohoryiation PXAC transactivation &
phosghoryation MBK1 transactivation s
threonine 505  phosphongation ATH transactivation
ChK1 transactivalion v
threonine 435 phosphorylation unknown  transactivation
thraoning 254 phosphorytation unknown IxB interaction «
slapilization *
fysine 310 acttylation CBP/p300  transactivation *
ysine 221 acetylation CBP/p300 DNAbinding s
B intgraction v
ysing 218 acetylation CBP/p300  DNAbInding &
{xB interaction v
Wsing 123 acetylation PCAF 0300 DNADNGING v
lysing 122 acetylation POAFp300 DONAbDnging v
2. RelB serine 368 vhosphorylation  unknown dimerization  a
sering 552 vhosphorytation unknown degradation 4
threonine 254  phospharylation unknown degradation 4
3. c-Rel sening 552 phosphorytation PKC transactivation
unknown phosphoryiation PRA transactivation 4
urknown phosphorylation KK degradation &
unknown ghosphorytation TBK1 nuclear transios. &
unknown phosghorylation KK nuctear trangioc, &
4. NF-xB1/p50 seririe 337 phosphorytation PKAc DNA binding 4
Récapitulatif des modifications post-traductionnelles affectant

la

transactivation, la dimérisation, la stabilisation,... des protéines faisant partie de la
famille de NFx B (Neumann and Naumann 2007).
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Figure 1.14: Les deux voies principales impliquées dans D’apoptose: les voies
intrinséque et extrinséque. Les voies intrinseéque et extrinseque sont activées
respectivement en réponse a des stimuli internes et externes. La mitochondrie posseéde
plusieurs protéines pro-apoptotiques ayant un rdle clé au niveau de I’apoptose. La voie
intrinséque meéne a la libération du cytochrome c et de Smac de la mitochondrie vers le
cytosol. Le cytochrome c se lie alors a Apaf-1 et I’active, favorisant 1’activation de la caspase
9 et la formation de I’apoptosome. La caspase 9 peut alors activer la caspase 3, entre autres.
De plus, Smac est capable de lever I’inhibition des caspases 3 et 9 par les IAPs (Inhibitors of
Apoptosis). La voie extrinséque, déclenchée par liaison de ligands comme Fas a des
récepteurs de mort, méne a I’activation de la caspase 8, qui a son tour active elle aussi la
caspase 3. Par conséquent, ces deux voies aboutissent a I’activation de la caspase 3. La voie
extrinséque, via le clivage de Bid par la caspase 8, est capable d’interagir avec la voie
intrinséque : Bid clivé (tBid) peut provoquer la libération de protéines pro-apoptotiques de la
mitochondrie. D’autres protéines telles que AIF, EndoG et Omi sont également libérées de la
mitochondrie vers le cytosol afin de faciliter la mort cellulaire durant I’apoptose (Shiozaki and
Shi 2004).
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cIAP1, cIAP2 et XIAP (LeBlanc 2003; Graham and Gibson 2005) (Voir point 1.4.3). Par
ailleurs, il a également ét¢ démontré récemment que I’inhibition de I’augmentation de la
concentration calcique par des chélateurs calciques, comme le BAPTA-AM par exemple,
supprime ’activation de NFkB par des agents cytotoxiques tels que I’étoposide dans plusieurs
types cellulaires (Berchtold, Wu et al. 2007).

1.4.5 Les voies caspases - dépendantes : voies intrinséque et extrinséque

Les mécanismes de 1’apoptose reposant sur 1’activation des caspases sont divisés en
deux grandes voies principales : la voie extrinséque, déclenchée par des stimuli externes et la
voie infrinseéque, déclenchée par des stimuli internes (dommages a I’ADN, stress
oxydatifs,...). (Figure 1.14)

1.4.5.1 La voie intrinséque

La mitochondrie joue un réle crucial dans la régulation de I’apoptose. En effet, la voie
intrinséque déclenche la perméabilisation de la membrane mitochondriale externe et par
conséquent la libération de protéines provenant de 1’espace intermembranaire de la
mitochondrie vers le cytosol. Parmi les protéines libérées, citons: le cytochrome c,
Smac/DIABLO et AIF (Apoptosis Inducing Factor). Une fois le cytochrome c libéré dans le
cytosol, celui-ci peut s’associer librement & Apaf-1, un régulateur central de 1’apoptose, et
promouvoir 1’oligomérisation de celui-ci avec la caspase 9, aboutissant & la formation de
I’apoptosome. Ce dernier est un activateur des caspases 3, 6 et 7. La libération de ces
protéines est régulée par 1’équilibre existant entre les protéines pro- et anti-apoptotiques
faisant partie de la famille de Bcl-2 (Olson and Kornbluth 2001).

Les protéines de la famille Bcl-2

Les protéines membres de la famille de Bcl-2 sont des régulateurs centraux de
I’apoptose. L’implication de celles-ci dans ce mécanisme fut mise en évidence grice a
I’apparente homologie qu’elles partagent avec le produit du géne Ced-9 chez le nématode C.
Elegans (Chang and Yang 2000).

Au sein de cette famille se distinguent 2 grands groupes. Tout d’abord, les protéines
anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-xL,...), celles-ci sont normalement présentes
dans la membrane mitochondriale externe et exercent un effet inhibiteur sur la
perméabilisation de la membrane en séquestrant les protéines pro-apoptotiques telles que Bax
et Bak. Ensuite, les protéines pro-apoptotiques (Bax, Bad, Bak,...), celles-ci sont présentes
dans le cytosol ou la mitochondrie. En réponse a un signal apoptotique, elles s’insérent dans
la membrane mitochondriale externe en formant des oligoméres et inactivent les protéines
anti-apoptotiques. Il semblerait qu’elles soient responsables de la formation de « pores » au
niveau de la membrane mitochondriale. La localisation de ces protéines est donc importante
pour leur fonction.

Structuralement, les protéines faisant partie de la famille Bel-2 peuvent étre réparties
en 2 classes différentes définies par le partage de 4 régions homologues conservées, mieux
connues sous le nom Bcl-2 homology (BH) 1-4 domains (Figure 1.15). Ces domaines BH
correspondent & des hélices a responsables de la structure et de la fonction de ces protéines.

La premiére classe contient les membres anti-apoptotiques conservant les 4 domaines BH : il
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Figure 1.15: Classification schématique des membres de la famille de Bel-2. Les
membres de la famille de Bcl-2 peuvent se subdiviser en deux grands groupes : les membres
anti-apoptotiques comprenant Bcl-2, Bel-xL, Mcl-1,... et les membres pro-apototiques. Ces
derniers sont également subdivisés en deux groupes : les multi-domaines tels que Bax, Bak et
les « BH3-only » tels que Bid, Bad, Bim,... BH signifie « Bcl-2 Homology » et TM signifie
« Transmembrane Domain » (Kuwana and Newmeyer 2003)
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Figure 1.16 : Translocation des membres de la famille Bcl-2. Les membres anti-
apoptotiques de la famille Bcl-2 (Bcl-2, Bel-xL) sont, au niveau basal, localisés dans la
membrane mitochondriale externe. Au contraire, les membres pro-apoptotiques comme Bax,
Bid, Bad et Bim transloquent vers la mitochondrie en cas de stimulus pro-apototique. Bid est
clivé par la caspase 8, générant un segment C-terminal court (tBid) qui favorise
I’oligomérisation et I’insertion de Bax en membrane mitochondriale.

a) Bad est séquestré dans le cytoplasme par phosphorylation et est associé a la protéine
14-3-3. Lorsque celui-ci est déphosphorylé (par exemple par la calcineurine), il peut
librement migrer vers la mitochondrie.

b) Bim est localisé au niveau des microtubules via son association avec la chaine légere
LC8 de la dynéine. Il peut également migrer vers la mitochondrie en cas de stimulus
pro-apoptotique.

¢) Tandis que les protéines pro-apoptotiques multi-domaines (domaines BH1, BH2,
BH3) peuvent déstabiliser directement la membrane mitochondriale, les protéines
« BH3 only » (Bax) peuvent induire des changements soit en inhibant les effets
protecteurs des membres anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xL), soit en assistant les
protéines pro-apoptotiques (Bid/Bax) (Olson and Kornbluth 2001).




Figure 1.17 : Modé¢les de perméabilisation de la membrane mitochondriale externe par ‘

les protéines multi-domaines pro-apoptotiques.
a) Canaux formés par I’homo-oligomérisation de Bax et Bak dans la membrane

mitochondriale externe.

b) Ouverture du PTP déclenchée par les protéines multi-domaines. Ce processus a pour
conséquence de provoquer le gonflement de la matrice mitochondriale et la rupture de
la membrane mitochondriale externe. Tandis que le modele A suggére une libération
contrdlée des protéines, le modele B laisse penser quant & lui 2 un mécanisme non
spécifique, et & une libération de protéines non contrlée (Antonsson 2004).
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s’agit de Bel-2, Bel-xL, Mcl-1, Al, et Bel-W. La deuxiéme classe comprend les membres
pro-apoptotiques de la famille Bcl-2. Ceux-ci ne possédent pas de domaine BH4 N-terminal.
Cependant, cette classe peut a nouveau étre subdivisée en 2 : les protéines multi-domaines
telles que Bax et Bak et les protéines dites « BH3 only » telles que Bid, Bad, Bim, Noxa et
Puma (molécules ayant besoin de Bax ou Bak afin d’avoir un pouvoir pro-apoptotique) (Kim,
Emi et al. 2006).

La capacité des membres de la famille de Bcl-2 a réguler la physiologie de la
mitochondrie est fonction de leur capacité d’interaction avec les membranes. En effet,
plusieurs membres de cette famille possédent un domaine C-terminal transmembranaire
important pour leur ancrage ou leur ciblage au niveau de la mitochondrie (Figure 1.15).
Tandis que la localisation des membres anti-apoptotiques est invariable, celle des membres
pro-apoptotiques est le plus souvent dynamique, variant en réponse aux stimuli apoptotiques
(Olson and Kornbluth 2001). (Figure 1.16)

A 1’état basal, les protéines pro-apoptotiques multi-domaines existent sous la forme
de monomeéres. Cependant, en cas de stimulus apoptotique, celles-ci déclenchent la libération
de protéines présentes dans ’espace intermembranaire telles que le cytochrome c, AIF,
EndoG, Smac/Diablo,... Il existe plusieurs hypothéses quant a la libération de ces protéines
intermembranaires (Figure 1.17). Tout d’abord, il y aurait formation de pores spécifiques
dans la membrane mitochondriale externe a partir de I’homo-oligomérisation de Bax et Bak.
Par ailleurs, la deuxiéme hypothése suggére la rupture de la membrane mitochondriale externe
suivant I’ouverture du PTP et le gonflement de la matrice mitochondriale (Antonsson 2004).

Les protéines « BH3 only » se situent en amont de la voie apoptotique. Quatre
mécanismes par lesquels les protéines exercent leurs fonctions pro-apoptotiques ont été
proposés. Le premier mécanisme suppose une activation de Bak médiant la libération du
cytochrome c. Le second suppose des interactions inhibant les membres anti-apoptotiques de
la famille Bel-2. En effet, le domaine BH3 des protéines « BH3 only » est capable de
s’insérer dans la poche hydrophobe formée par les domaines BH1, 2 et 3 des protéines anti-
apoptotiques Bcl-2, inhibant ainsi ’action de ces derniéres sur Bax et Bak. Le troisiéme
mécanisme, quant a lui, suppose une interaction avec des protéines mitochondriales telles que
VDAC et ANT les rendant non fonctionnelles et provoquant la libération du cytochrome c.
Enfin, le quatriéme mécanisme suggere que la libération du cytochrome c provoquée par les
protéines « BH3 only » ne requiére pas la présence des protéines de la famille Bcl-2 mais
celle de lipides chargés négativement tels que la cardiolipine (Kim, Emi et al. 2006). L’action
pro-apoptotique des protéines « BH3-only » est conditionnée par leur localisation
mitochondriale, qui peut elle-méme dépendre de variations post-traductionnelles comme la
phosphorylation et le clivage protéolytique. Par exemple, en conditions basales, la molécule
pro-apoptotique Bad est phosphorylée et séquestrée dans le cytoplasme par la protéine 14-3-3.
Si la cellule pergoit maintenant des stimuli pro-apoptotiques, Bad est déphosphorylé et libéré
de la protéine 14-3-3. Bad peut alors étre relocalisé au niveau de la mitochondrie. Le
changement de conformation accompagnant la relocalisation de Bad facilite
I’hétérodimérisation avec des membres anti-apoptotiques a la surface de la mitochondrie
(interactions domaine BH3 de Bad et poche hydrophobique de Bcl-xL). Par contre, la
protéine kinase A et Akt sont capables de phosphoryler Bad en réponse a des signaux de
survie et donc de la séquestrer dans le cytosol (Olson and Kornbluth 2001).

1.4.5.2 La voie extrinséque

La voie apoptotique extrinseque est initiée par la liaison de ligands a des récepteurs
membranaires de mort (Death Receptors) tels que le récepteur Fas (ou CD95) et le récepteur
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Figure 1.18 : L’apoptose induite par Fas-Ligand (CD95SL). Cette voie, induite par Fas,
provoque ’activation de la caspase 8 via des récepteurs de mort. La liaison de fas-ligand
(CD95) provoque la trimérisation de celui-ci. L’interaction entre les domaines de mort
(Death Domain) des récepteurs permet de recruter des protéines adaptatrices telles que FADD
(Fas-associated Death Domain). FADD contient également un domaine DED (Death Domain
Effector) se liant & son analogue se trouvant sur la forme zymogéne de la caspase 8

(Ashkenazi and Dixit 1998).
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Figure 1.19 : Voies de signalisation pro- et anti-apoptotiques déclenchées par la liaison
de TNFa au TNFR1. Ce récepteur au TNFa peut avoir les deux activités. Via I’interaction
des récepteurs de mort et 1’activation de la caspase 8, celui-ci est capable d’induire I’apoptose.
Par ailleurs, TRAF2 et RIP activent NIK (NFxB-Inducing Kinase), qui & son tour active les
IKKs. Les IKKs phosphorylent alors les IkBs qui peuvent alors libérer NFkB. Celui-ci migre
vers le noyau et active la transcription de ses geénes cibles, défavorisant de cette facon le

processus apoptotique (Ashkenazi and Dixit 1998).
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Figure 1.20 : Interactions des divers organites dans le cadre de I’apoptose. Aprés un
stimulus 1étal, la cellule a acces a divers programmes de mort cellulaire. Ces programmes
peuvent étre exécutés par les caspases ou indépendamment des caspases. Les mitochondries,
les lysosomes et le réticulum endoplasmique peuvent étre impliqués dans diverses voies de
mort programmée et cela avec plus ou moins d’importance selon la voie considérée. Les
signaux provenant des différents organites sont liés et peuvent agir en amont ou en aval des
autres organites (Broker, Kruyt et al. 2005).
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au TNF (ou TNFR1). La liaison de ces ligands aux récepteurs de mort méne au recrutement
de protéines adaptatrices qui provoquent 1’oligomérisation et 1’auto-activation des caspases
initiatrices (Olson and Kornbluth 2001).

Fas Ligand et Fas jouent un réle important dans des cas d’apoptose physiologique.
Par exemple, ils sont impliqués dans 1’élimination de cellules cibles telles que des cellules
infectées par des virus ou des cellules cancéreuses par des lymphocytes T cytotoxiques et par
les cellules « Natural killer » (Ashkenazi and Dixit 1998). La liaison de Fas Ligand au
récepteur Fas méne a la trimérisation de celui-ci et au recrutement ultérieur de la protéine
FADD au niveau du domaine intracellulaire du récepteur Fas (Figure 1.18). FADD provoque
alors la dimérisation et ’activation de la caspase 8, caspase initiatrice. Une fois activée, la
caspase 8 peut alors activer d’autres caspases comme la caspase 3, caspase effectrice. Par
ailleurs, c’est également par I’intermédiaire de la caspase 8 que les voies extrinseques sont
liées aux voies intrinséques. En effet, la caspase 8 est capable de cliver Bid en tBid qui a son
tour provoque la libération du cytochrome ¢ (Figure 1.16) (Olson and Kornbluth 2001).

Le TNFa, ou Tumor Necrosis Factor o, est principalement produit par les
macrophages et les lymphocytes T activés en réponse a une infection. En se liant 8 TNFRI, le
TNF active les facteurs de transcritpion NFkB et AP-1, menant ainsi & I’induction de génes
pro-inflammatoires. En terme d’apoptose, le TNFa posséde une dualité pouvant sembler
curieuse. En effet, les réponses cellulaires déclenchées par le TNFa sont généralement anti-
apoptotiques puisque le facteur NFkB contréle positivement 1’expression de genes anti-
apoptotiques (voir point 1.4.4.3). Cependant, dans certains cas, le TNFa peut également
déclencher I’apoptose comme par exemple lorsque la synthése protéique est inhibée, ce qui
empéche la synthése de protéines anti-apoptotiques provoquée par le facteur NFkB et
JNK/AP-1 (Ashkenazi and Dixit 1998). En terme mécanistique, cette dualit¢ du TNFa se
traduit par le fait que la trimérisation du récepteur peut déclencher au moins deux voies de
signalisation (Figure 1.19), I'une permettant d’activer les facteurs AP-1 et NFxB par
I’intermédiaire des protéines adaptatrices TRAF2 (TNFR Associated Factor-2) et RIP
(Receptor-Interacting Protein), et ’autre permettant d’activer la caspase 8 par I’intermédiaire
de FADD (TNFR-associated death domain) (Ashkenazi and Dixit 1998).

1.4.5 Les voies caspases - indépendantes

L’activation des caspases est reconnue comme un ¢lément clé dans le processus
apoptotique. Cependant, dans plusieurs modéles cellulaires exposés a des stimuli pro-
apoptotiques différents, I’inhibition des caspases ne bloque pas le processus apoptotique,
suggérant ’existence de voies apoptotiques indépendantes des caspases. La mitochondrie
ainsi que d’autres organites comme les lysosomes ou le réticulum endoplasmique seraient
principalement impliqués dans ces processus caspases-indépendants (Figure 1.20).

Le réticulum endoplasmique est un organite sensible aux stress cellulaires capable de
restaurer au mieux 1’homéostasie cellulaire. Cependant, si les dommages infligés sont trop
importants, celui-ci peut initier 1’apoptose via la voie UPR (Unfolded Protein Response) ou
via la libération de calcium dans le cytoplasme. Ces mécanismes meénent a I’activation de la
caspase 12, probablement via la translocation de Bim (membre de la famille Bcl-2) vers le
réticulum endoplasmique. La caspase 12, sous sa forme inactive, est localisée au niveau du
feuillet cytosolique du réticulum endoplasmique. Ces mécanismes provoquent également la
perméabilisation de la membrane mitochondriale, menant ainsi aux voies classiques de
I’apoptose (Broker, Kruyt et al. 2005). De plus, les influx de calcium causés par les stress
infligés au réticulum endoplasmique ont pour propriété d’activer une famille de cystéine
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Figure 1.21 : Implications du lysosome dans les mécanismes apoptotiques. L’initiation de
’apoptose par des oxydants exogénes et d’autres agonistes peuvent provoquer la rupture de la
membrane lysosomale. La libération d’enzymes lysosomales telles que les cathepsines dans
le cytosol déclenche une cascade d’événements menant a la dégradation des constituants
intracellulaires. Les cathepsines peuvent attaquer directement les mitochondries et médier la
libération du cytochrome c¢ ou la formation de ROS (Reactive Oxygen Species), qui,
directement ou via les phospholipases A2, attaquent les lysosomes, créant ainsi un feedback.
De plus, certaines protéines pro-apoptotiques telles que Bid et Bax peuvent étre activées par
les cathepsines, celles-ci migrant en membrane mitochondriale et créant 1’ouverture de pores
au niveau de la membrane mitochondriale externe. La perméabilisation de la membrane
lysosomale et les dommages infligés a la mitochondrie aboutissent a 1’activation des caspases
(Chwieralski, Welte et al. 2006).
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protéases cytosoliques, les calpaines (Calcium-Activated Neutral Protéases). A 1’état basal,
celles-ci résident dans le cytosol sous forme inactive contrdlées par leur inhibiteur la
calpastatine, qui est quant a elle, inactivée par un clivage médié par les calpaines elles-mémes
ou par les caspases. Les principaux substrats des calpaines sont les protéines du
cytosquelette, les caspases 3 et 12, et les protéines Bax et Bid. En effet, les calpaines sont
capables de cliver ces caspases et ces protéines pro-apoptotiques afin de les activer (Saez,
Ramirez-Lorca et al. 2006).

Le lysosome peut également, via les cathepsines notamment, participer au mécanisme
pro-apoptotique. En effet, les cathepsines peuvent étre libérées des lysosomes vers le
cytoplasme ou elles catalysent le clivage de divers substrats (Figure 1.21). La libération des
cathepsines du lysosome vers le cytoplasme est requise pour leur participation dans la
régulation de I’apoptose. Les cathepsines sont synthétisées en tant que pro-enzymes inactifs
glycosylés post-traductionnellement. Celles-ci sont ensuite délivrées vers le lysosome ou
elles sont stockées. La cathepsine D est exprimée de fagon ubiquitaire. Ses substrats
cytosoliques ne sont pas encore clairement connus. Cependant, il a été démontré que, dans les
lymphocytes T, celle-ci active Bax ainsi que la libération de AIF indépendamment du clivage
de Bid. La cathepsine D est inhibée par la pepstatine. Une autre cathepsine, la cathepsine B,
est responsable du clivage de Bid (Chwieralski, Welte et al. 2006).

L’espace intermembranaire mitochondrial contient des protéines telles que AIF
(Apoptosis Inducing Factor) et EndoG (Endonucléase G). Celles-ci sont capables d’activer le
processus apoptotique indépendamment des caspases. De plus, Omi/HtrA2 sont des
molécules capables d’établir un lien entre les voies caspases-dépendantes et indépendantes
(Figure 1.20) (Lorenzo and Susin 2004).

Durant le processus apoptotique, AIF est libérée de 1’espace inter-membrannaire.
Cette libération de I’espace inter-membranaire vers le cytosol et ultérieurement du cytosol
vers le noyau, ou il provoque la condensation de la chromatine ainsi que la fragmentation de
I’ADN (larges fragments de 50 Kb). Cette libération est contrdlée par les protéines de la
famille Bcl-2. AIF est constitué de 3 domaines structuraux distincts : le domaine de liaison au
FAD, le domaine de liaison au NAD et le domaine C-terminal (Figure 1.22). La partie
oxydo-réductase de AIF (composée des domaines de liaison a FAD et NAD) confére une
activité « transfert d’électron » a la protéine. En fonction de sa localisation, AIF joue un role
apoptotique ou non. En effet, AIF a une activité « scavenger » de radicaux libres dans la
mitochondrie (activité non apoptotique) alors que dans le cytosol, celui-ci favoriserait la
formation de radicaux libres (activité apoptotique). AIF serait également capable de se lier a
I’ARN et a I’ADN via son domaine C-terminal (Lorenzo and Susin 2004). AIF lui-méme n’a
pas d’activité nucléase, mais pourrait recruter des nucléases comme EndoG.

L’endonucléase G est une endonucléase Mg™ dépendante. Celle-ci est encodée par
un géne nucléaire et est principalement associée a la maintenance du génome mitochondrial.
De plus, EndoG a également une activité RNase qui géneére des primers d’ARN dont la
polymérase y a besoin pour initier la réplication de I’ADN mitochondrial. Suite & un stimulus
apoptotique, Endo G migre de la mitochondrie vers le noyau, ou elle exerce son activité
DNase non spécifique en dégradant ’ADN nucléaire en fragments oligonucléosomaux
similaires & ceux générés par CAD (voie caspase-dépendante). La dégradation de I’ADN par
cette enzyme fournit des fragments avec des « nicks » aux extrémités 5°-P et 3°-OH. Par
ailleurs, au contraire des autres protéines libérées de 1’espace intermembranaire mitochondrial
en cas de stimulus apoptotique, EndoG et IAF requicrent 1’activation des caspases pour
pouvoir migrer de la mitochondrie vers le cytosol (Arnoult, Gaume et al. 2003).

Omi/HtrA2 joue un rdle pro-apoptotique par une action indirecte sur les IAPs et par
une action directe sur d’autres substrats de la voie caspase-indépendante. Elle posséde un
motif amino-terminal AVPS hydrophobe qui se lie de fagon compétitive au domaine BIR des
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Figure 1.22 : Structure tridimensionnelle du facteur AIF (Apoptosis Inducing Factor).
Le facteur AIF est une protéine de 57 kDa. Celui-ci est constitué de 3 domaines : un domaine
de liaison & FAD (en rose), un domaine de liaison 8 NAD (en vert) et un domaine C-terminal
(en jaune) (Lorenzo and Susin 2004)
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Staurosporine

Figure 1.23 : Structure de la staurosporine. Cette molécule contient deux parties : une
molécule de sucre ainsi qu’une molécule d’hétérocycles plans (Han, Pantazis et al. 2000).
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IAPs. Dans les conditions physiologiques, Omi/HtrA2 est présente dans la mitochondrie,
sans interagir avec les IAPs. En conditions apoptotiques, celle-ci est libérée dans le
cytoplasme pour qu’elle puisse se lier aux IAPs et provoquer leur dégradation. L’interaction
entre Omi/HtrA2 et les IAPs supprime I’inhibition que les IAPs exercent sur les caspases.
Les caspases peuvent alors étre pleinement actives. Dans ce cas, le mécanisme d’activation
des caspases ressemble fortement a celui déclenché par Smac/DIABLO. Par ailleurs,
Omi/HtrA2 peut également induire I’apoptose de fagon directe et caspase-indépendante grace
a son activité sérine protéase puisque quand sa forme mature est surexprimée dans le cytosol,
celle-ci a la capacité d’induire de fagon atypique la mort cellulaire (Suzuki, Imai et al. 2001).
Cependant, ce mode d’action est encore mal caractérisé.

1.4.6 L’apoptose induite par la staurosporine

La staurosporine est un alcaloide naturel isolé depuis 1977 de la bactérie Streptomyces
staurosporeus (Omura, Iwai et al. 1977). La structure chimique de cette derniére peut étre
divisée en deux parties : une molécule de sucre et un groupe hétérocyclique plan (Figure
1.23).

La principale action de la staurosporine décrite est I’inhibition des protéines kinases
(enzymes largement impliquées dans les voies de signalisation cellulaire). La staurosporine,
molécule ressemblant fortement a I'ATP, se fixe au site de liaison de I’ATP des protéines
kinases, ce qui inhibe leur activité et donc la phosphorylation. La staurosporine est connue
pour sa capacité d’induire ’apoptose dans pratiquement toutes les cellules mammaliennes.
Cependant, les mécanismes par lesquels la staurosporine induit 1’apoptose restent toujours
méconnus. Puisque les PKCs furent parmi les premieres protéines kinases pour lesquelles on
a montré un effet inhibiteur de la staurosporine (Nakadate, Jeng et al. 1988), et que les PKCs
peuvent participer au déclenchement de I’apoptose (Reyland, Anderson et al. 1999), on a
longtemps pensé que 1’action pro-apoptotique de la staurosporine était due a une inhibition
des PKCs. Cependant, ’utilisation d’autres inhibiteurs de PKCs, beaucoup plus spécifiques
que la staurosporine, ont permis de montrer que I’inhibition des PKCs ne suffit pas a induire
I’apoptose (Han, Pantazis et al. 2000). Actuellement, la protéine kinase Akt/PKB, également
ciblée par la staurosporine, semble étre un meilleur candidat susceptible d’expliquer 1’action
pro-apoptotique de la staurosporine. En effet, Akt est la protéine kinase majeure
phosphorylant Bad et le rendant anti-apoptotique (Stepczynska, Lauber et al. 2001). De plus,
Akt/PKB phosphoryle la caspase 9 et les facteurs de transcription Forkhead (Masure, Haefner
et al. 1999). Ces derniers sont impliqués dans la transcription de génes codant pour Fas
ligand et d’autres facteurs déclenchant I’apoptose. Quand ceux-ci sont phosphorylés, ils sont
séquestrés dans le cytoplasme et ne peuvent pas migrer vers le noyau (Brunet, Bonni et al.
1999).

Par ailleurs, il a également été démontré que la staurosporine inhibe les IKKs,
régulateurs centraux de ’activation de NFxB (Peet and Li 1999). Puisque NFxB induit la
synthése de plusieurs protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-xL, cIAP1 et cIAP2,
I’inhibition de cette voie peut contribuer a 1’induction de I’apoptose (Barkett and Gilmore
1999).

La staurosporine est également connue pour augmenter la concentration en calcium
cytosolique, activant par conséquent des enzymes calcium-dépendantes comme la calpaine, la
calcineurine et activant aussi le processus de translocation des phosphatidylsérines
(McConkey and Orrenius 1997; Kruman, Guo et al. 1998). La staurosporine provoquerait
aussi la production de ROS, facilitant par conséquent la libération du cytochrome c et donc
I’activation des caspases (Kruman, Guo et al. 1998; Gil, Almeida et al. 2003).
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Enfin, il a été démontré dans plusieurs types cellulaires, notamment dans des cellules
dérivant de mélanomes (Zhang, Gillespie et al. 2004) ou dans des cellules L1210
(Belmokhtar, Hillion et al. 2001), que la staurosporine est capable de déclencher 1’apoptose
selon deux voies : une voie caspase-dépendante rapide (<3 heures dans les cellules L.1210) et
une voie caspase-indépendante plus lente (>12 heures dans les cellules 1.1210).

1.4.7 Implications du Ca™ dans le processus apoptotique

Certains stimuli apoptotiques ménent & la libération du calcium & partir du réticulum
endoplasmique via les canaux IP3R (Inositol 1,4,5-triphosphate Receptor) et RyR (Ryanodine
Receptor) (Pan, Bhat et al. 2001). Le calcium est alors présent dans le cytosol et, comme vu
précédemment, il est accumulé dans la mitochondrie, menant ainsi & une surcharge calcique
au niveau de celle-ci, induisant finalement le gonflement de la matrice mitochondriale et
I’ouverture du PTP (Figure 1.5). Par conséquent, la membrane mitochondriale externe est
rompue, permettant la libération de protéines pro-apoptotiques telles que le cytochrome c,
AIF, EndoG,... se trouvant dans l’espace inter-membranaire. Certains membres anti-
apoptotiques de la famille Bcl-2 régulent ce processus non pas au niveau de la mitochondrie,
mais au niveau du réticulum endoplasmique. Par exemple, Bcl-2 est capable de réduire
I’entrée de calcium dans le réticulum endoplasmique, désensibilisant les cellules de la mort
cellulaire induite par le C2-céramide (Kuwana and Newmeyer 2003). En réduisant cette
entrée, Bcl-2 est capable d’interférer avec le signal d’entrée du calcium extracellulaire,
empéchant ainsi une augmentation importante de la concentration en calcium intracellulaire
en cas de stimulus pro-apoptotique. Le mécanisme par lequel Bcl-2 régule I’entrée du
calcium dans le réticulum endoplasmique est encore mal connu. Cependant, il semblerait que
Bcl-2 n’agisse pas directement sur le calcium en s’y liant, mais aurait plutét une action
indirecte sur ce dernier (Lam, Dubyak et al. 1994). Par ailleurs, il a également ét¢ démontré
que dans les premiéres étapes de 1’apoptose, la protéine pro-apoptotique Bax est redistribuée
au niveau de la mitochondrie et du réticulum endoplasmique. En effet, il existerait des
interactions synergiques entre les mouvements intracellulaires du calcium et la localisation de
Bax dans I’induction de I’apoptose. Ceci pourrait servir de facteur amplificateur dans les
premieres étapes de 1’apoptose (Pan, Bhat et al. 2001).

Le calcium est capable d’activer diverses enzymes comme des protéases, des
endonucléases et des phospholipases. Le calcium est également capable d’activer la
calcineurine, une phosphatase libérant Bad de sa protéine inhibitrice (14-3-3) en le
déphosphorylant. Bad peut alors migrer vers la mitochondrie et participer activement au
déclenchement de I’apoptose. Le calcium est également capable d’activer la calpaine, une
protéase clivant Bax et beaucoup d’autres substrats (voir point 1.4.5) (Olson and Kornbluth
2001).

Lors de I’apoptose, les phosphatidylsérines transloquent du c6té interne de la
membrane plasmique vers le coté externe de cette dernieére. Cette translocation permet alors
la reconnaissance des cellules entrées en apoptose par les macrophages. Le calcium serait
également impliqué dans ce processus via 1’activation membranaire de phosphatidylsérines
scramblases (McConkey and Orrenius 1997) (Hail 2006).

1.4.8 L’apoptose dans le cadre d’un dysfonctionnement mitochondrial

Comme énoncé précédemment, la mitochondrie est largement impliquée dans
l'initiation de l'apoptose. De plus, les facteurs pouvant déclencher cette derniére via la

17




i

Mitochondrial IRN A ;

o] Munation
218 Zamw
’ \\,\.}ﬂhc&:«
He ~
’/‘ CLELL DEATH
‘:'Li z\rp : {a
| \
YN l
i
A;{.y w‘( ’_' g \ I
/
D \n ATP x». TADP \“\ & !
Jniu —~ ‘ d
Radeawe

\ /

Figure 1.24: Mécanismes hypothétiques de mort cellulaire en réponse a un
dysfonctionnement mitochondrial. Des mutations dans I’ARNt mitochondrial ménent a une
chaine respiratoire et & un pompage des protons défectueux. Ceci a pour conséquence de
diminuer le potentiel de membrane mitochondrial et d’altérer la syntheése d’ATP
mitochondriale. Par conséquent, les cellules souffrant de cette mutation seraient moins aptes
a maintenir un ratio ATP/ADP en réponse a un influx ionique, diminuant ainsi I’activité de
pompage des ions au niveau de la membrane plasmique et provoquant un potentiel de
membrane plasmique réduit. La diminution du ratio ATP/ADP rend inactif les Ca™ -ATPases
tandis que la diminution du potentiel de membrane mitochondrial ralentit I’accumulation de
calcium au niveau de la mitochondrie et augmente la concentration en calcium au niveau du
cytosol (James, Sheard et al. 1999).
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mitochondrie sont notamment une surcharge en calcium ainsi qu’en ROS et une diminution
du ratio ATP/ADP, les deux derniers facteurs étant associés a des myopathies mitochondriales
(Bernardi, Petronilli et al. 2001). On peut donc se demander dans quelle mesure le
phénomene apoptotique pourrait étre favorisé dans le cadre de maladies mitochondriales.

Les maladies mitochondriales sont progressives. Les premiers symptdmes consistent
en une faiblesse musculaire conduisant & une intolérance a 1’exercice probablement due a une
production d’énergie biaisée. L’évolution de la maladie se traduisant par une perte de la
masse musculaire non caractéristique de 1’inflammation ou de la nécrose, tout laisse penser a
I’implication de I’apoptose (Aure, Fayet et al. 2006).

In vivo, plusieurs études ont été réalisées sur des biopsies musculaires de patients
atteints d’encéphalomyopathies mitochondriales telles que MELAS (Mitochondrial
Encephalomyopathy, Lactic Acidosis, Stroke-like Episode), MERRF, KSS (Kearn-Sayre
Syndrome) ou CPEO (Chronic Progressive External Ophtalmoplegia). Celles-ci ont montré la
présence de marqueurs apoptotiques (Test TUNEL, marquage caspase 3 active,...) (Mirabella,
Di Giovanni et al. 2000; Ikezoe, Nakagawa et al. 2002; Umaki, Mitsui et al. 2002).
Cependant, les résultats sont souvent hétérogénes, méme entre patients atteints par une méme
mutation mitochondriale (Formichi, Battisti et al. 2003), voire entre fibres musculaires d’une
méme biopsie (Umaki, Mitsui et al. 2002). De plus, d’autres études n’ont pas mis en évidence
de marqueurs apoptotiques dans les tissus musculaires de patients souffrant de myopathies
mitochondriales (Sciacco, Fagiolari et al. 2001). Enfin, une controverse existe dans la
littérature puisqu’en fonction des types cellulaires, de I’origine du dysfonctionnement
mitochondrial ou de I’inducteur apoptotique utilisé, on peut aussi observer une résistance a
I’apoptose des cellules présentant un dysfonctionnement mitochondrial. C’est le cas par
exemple de cellules musculaires murines déplétées en ADN mitochondrial (C2C12 rho0)
exposées a I’étoposide (Biswas, Adebanjo et al. 1999). Une étude réalisée par le Dr Lombés a
permis de réconcilier ces résultats contradictoires. Cette étude s’est portée sur des biopsies
musculaires provenant soit de patients porteurs d’une large délétion dans I’ADN
mitochondrial (syndrome KSS ou CPEO) ou de patients porteurs de la mutation ponctuelle
A3243G (syndrome MELAS). Des marqueurs apoptotiques ont été¢ mis en évidence chez 16
des 20 patients analysés, les 4 autres étant les plus jeunes ou ceux possédant la plus faible
proportion d’ADN mitochondrial muté. Mais surtout, grace a ’analyse individuelle de
plusieurs milliers de fibres musculaires, cette équipe a pu mettre en évidence que I’apoptose
ne se déroulait que dans les fibres musculaires caractérisées par une prolifération des
mitochondries (d’ou le nom : Ragged-Red Fibers), méme s’il subsistait une certaine activité
de la chaine respiratoire. Il y aurait donc au sein du muscle strié squelettique un lien cause a
effet entre la biogenése mitochondriale et 1I’apoptose.

Des études in vitro utilisant des cellules cybrides ont été réalisées. Ainsi, Liu et al. ont
pu mettre en évidence une prédisposition des cellules 143B RhoO a entrer en apoptose suite a
un traitement a la staurosporine 100 nM ou aux UV en étudiant I’expression de divers facteurs
pro-apoptotiques : la fragmentation de I’ADN, I’activité de la caspase 3 et la libération du
cytochrome c. De plus, ces mémes cellules Rho0 repeuplées avec des mitochondries
possédant la mutation MERRF (cellules cybrides) présentent également cette méme réponse
apoptotique accrue a des traitements a la staurosporine 100 nM ou aux UV (Liu, Lee et al.
2004).. Les mécanismes probablement impliqués dans le processus apoptotique de cellules
atteintes d’une mutation ponctuelle d’un ARNt mitochondrial sont repris en figure 1.24. Des
résultats similaires ont été obtenus au laboratoire sur des cellules cybrides 143B Rho0
repeuplées avec des mitochondries atteintes de la mutation MERRF (Thése en cours de
Guillaume Rommelaere).
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Figure 1.25.: Dosage de D’activité de la caspase-3 dan les cellules cybrides sauvages et
mutées traitées ou non a la staurosporine 100 et 500 nM. Les cellules ont été incubées ou
non (CTL) en présence de staurosporine (STS) a 100 ou 500 nM pendant 2, 4, 6, 12, et 16
heures. Les cellules ont alors rincées, puis lysées et le dosage de I’activité caspase-3 est
ensuite effectué en présence d’un substrat fluorescent de la caspase, le AC-DEVD-AFC. Les
résultats représentant les valeurs de fluorescence obtenues, normalisées par les quantités de
protéines engagées dans le test, sont exprimés en unités arbitraires de fluorescence / pg de
protéines et représentent la moyenne + 1 écart-type. pour n=3. (Résultats obtenus par G.
Rommelaere)
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Objectifs du mémoire

Notre travail s’inscrit dans la continuité de 1’étude menée actuellement au laboratoire
par Guillaume Rommelaere (Thése de doctorat en cours). Les données disponibles au début
de ce mémoire étaient les suivantes : Guillaume Rommelaere a confirmé I’hypersensibilité
des cellules cybrides mutées a I’apoptose induite par la staurosporine, a des concentrations de
100 et 500 nM, grace a différents marqueurs apoptotiques comme 1’activation de la caspase 3
(Figure 1.25) et la fragmentation de I’ADN. A la recherche des mécanismes moléculaires
responsables de cette hypersensibilité, il a pu mettre en évidence I’existence d’un potentiel de
membrane mitochondrial (Ay) plus faible dans les cellules cybrides mutées, ainsi qu’un
niveau de ROS également plus élevé dans ces cellules. D’autre part, 1’utilisation de divers
inhibiteurs de protéases a permis de mettre en évidence que les caspases ne sont pas les seules
protéases responsables de la réponse apoptotique des cellules cybrides. Enfin, I’utilisation
d’un damier & ADN a permis de mettre en évidence la surexpression des génes BIRC2 et
BIRC3, codant respectivement pour les protéines cIAP1 et cIAP2, dans les cellules cybrides
sauvages en réponse a 1’incubation en présence de staurosporine 100 nM.

Dans ce contexte, les objectifs de notre mémoire sont les suivants :

- Confirmer la surexpression des génes BIRC2 et BIRC3 par les cellules cybrides
sauvages en cas de stimulation & la staurosporine 500 nM. Cette étude se porte tout
d’abord au niveau des transcrits de ces genes et ensuite au niveau protéique. Le cas
échéant, sachant que ces deux génes sont régulés transcriptionnellement par le facteur
NFkB, nous étudierons les variations d’activité de ce facteur tant au niveau de sa

capacité de se lier a sa séquence cis qu’au niveau de sa capacité transactivatrice

- Déterminer si, dans les cellules cybrides mutées MERRF, le niveau calcique est
différent des cellules cybrides sauvages, ce qui pourrait contribuer a les rendre
hypersensibles a la staurosporine. La réponse calcique & une stimulation de 500 nM
sera également étudiée. Confirmer cette hypothése pourrait étayer une initiation de
I’apoptose indépendante des caspases puisque le calcium est connu pour activer des
enzymes apoptotiques telles que la calpaine et la calcineurine.

- Etudier les différences d’abondance et la délocalisation de protéines pro-apoptotiques

telles que le cytochrome c et les membres de la famille Bcl-2 dans les deux lignées de
cellules cybrides en réponse a la staurosporine 500 nM.
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2. Matériel et méthodes
2.1 Culture cellulaire

Les cellules utilisées durant ce mémoire sont deux lignées cellulaires cybrides, une
lignée sauvage et une lignée mutée. La premiére est issue de la fusion de cellules 143B rho0
(cellules d’ostéosarcome humain déplétées en ADN mitochondrial) avec des myoblastes
énucléés provenant d’individus sains (appelée cybride sauvage) tandis que la deuxieme lignée
provient de la fusion de cellules 143B rho0 avec des myoblastes énucléés provenant
d’individus atteints du syndrome MERRF (appelée cybride mutée : mutation A8344G dans
I’ADN mitochondrial). Ces cellules nous ont été données par le Professeur Ramon Marti
(Laboratoire de Pathologie Neuromusculaire et Mitochondriale de Barcelone, Espagne).

Les deux lignées sont maintenues en culture dans des boites T75 (Corning 3275) et
ensemencées 3x par semaine. Celles-ci sont également maintenues dans une étuve a 37°C,
5% CO,, environnement humide.

Matériel

- Milieu DHG (Dubelcco Modified Eagle’s Medium-High Glucose : 4,5 g/1) + 10% de sérum de
veau feetal (Gibco, UK)

- PBS (Phosphate Buffer Saline, Whittacker Belgium)

- Trypsine 0,25% (Gibco, 25050-014)

Méthode

Le milieu DHG, la trypsine et le PBS sont préchauffés a 37°C tandis que les boites
T75 contenant les cellules & passer sont décantées sous hotte. Les cellules sont rincées 1x
avec 7 ml de PBS pour étre ensuite trypsinisées avec 1 ml de trypsine. Aprés observation au
microscope de 1’arrondissement des cellules, ces derniéres sont resuspendues dans du milieu
DHG + 10% SVF. La suspension cellulaire est ensuite répartie dans de nouvelles boites T75
a une dilution de 1/7 pour la lignée sauvage et a une dilution de 1/5 pour la lignée mutée
(dilutions a adapter en fonction du niveau de confluence des cellules). Le volume final est
porté a 15 ml avec du milieu DHG + 10% SVF.

2.2 Dosage protéique par la méthode de Bradford

Matériel

- Solution Bradford (Bio-rad Protein Assay 500-0006)
- BSA 1 mg/ml (Bovine Serum Albumin, Sigma)

- H,O distillée

- Tampon dans lequel I’échantillon & doser se trouve
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Table 2.1 : Molécules chimiques utilisées durant ce travail

Molécule Action Référence Stock Concentration
finale
Staurosporine | Inducteur d'apoptose Sigma S-4400 | ImM dans du |500 nM
DMSO
BAPTA-AM Chélateur intracellulaire | Molecular 40 mM dans |40 uM
de calcium Probes B-1205 | du DMSO
[onomycine Ionophore calcique Sigma 1-0634 1 mMdans du |1 uM
DMSO
IL-18 Cytokine activatrice de RD System 201- | 10 pg/ml dans | 10 ng/ml
NFxB LB du PBS/BSA
TNFa Cytokine activatrice de RD System 10 ug/ml dans |50 ng/ml
NFxB 210TA de I’éthanol
Bay 11-7082 Inhibiteur de la CalBioChem 50 mM 5uM
phosphorylation de IkBa
(= Inhibiteur de NFxB)
Table 2.2 : Plasmides transfectés
Plasmide Référence Rapports pgADN/pg Utilité
Superfect

NF«B-luciférase

Stratagene, USA

3:1 pour NFkB: B-Gal

Geéne Luciférase possédant 4

219 077 1:5 pour NFkB:pMEKK séquences consensus pour
NfkB -> Mesure de I’activité
transactivatrice du facteur
NF«xB
pCMV-B-Gal Clontech, USA Normalisation des
6177-1 transfections
pGL2 Promega, USA Plasmide servant de CTL
E1641 négatif pour les transfections
pMEKK Stratagene, USA Plasmide servant de contrdle

219077

positif pour la mesure de
’activité NF«kB par
transfection
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Méthode

Pour doser les protéines par la méthode de Bradford (Bradford 1976), des doubles sont
prévus pour chaque échantillon. Dans chaque tube contenant 1 ml de solution de Bradford
sont ajoutés 10 pl d’échantillon. Un étalon de concentration connue en BSA est également
dosé. Pour les tubes destinés a doser la BSA, 5 ul de BSA y sont dispensés en plus de la
solution de Bradford. Les tubes servant de blanc pour I'étalon BSA contiennent 5 ul d'eau
tandis que les tubes servant de blanc pour les échantillons contiennent 10 ul de tampon de
I’échantillon. Aprés 5 minutes d'incubation en présence de la solution de Bradford, la densité
optique de chaque tube est lue au spectrophotomeétre (Ultrospec 2100 pro UVI visible
spectrophotometer) a 595 nm.

La quantité de protéines de chaque échantillon peut étre calculée & partir de la formule
suivante :

DOEchantiIIon = DOBlcEchantillon
[ug/ul] = X5ug Volume échantillon (ul)
DOEtalon E DOB]cEtann

2.3 Transfection

Au cours de ce mémoire, la technique de transfection a été utilisée pour mettre en
évidence la variation d’activité du facteur NFxB dans des cellules cybrides sauvages ou
mutées en cas de stimulation a la staurosporine 500 nM (Table 2.1) via le systéme rapporteur
Luciférase/pB-Galactosidase.

Matériel

- Plasmides a transfecter (Table 2.2)

- Superfect (Qiagen 301307)

- Milieu DHG (Dubelcco Modified Eagle’s Medium-High Glucose : 4,5 g/l) sans serum
- Milieu DHG (Dubelcco Modified Eagle’s Medium-High Glucose : 4,5 g/l) + 10% SVF
- PBS (Phosphate Buffer Saline, Whittacker Belgium)

Méthode

Les cellules sont cultivées a 50% de confluence pour permettre une efficacité de
transfection optimale. De plus, pour maximiser 1’efficacité de transfection, il est également
recommandé de respecter certains rapports, notamment entre la quantité d’ADN a transfecter
et la quantité de Superfect (rapport 1/5), entre les différents plasmides a transfecter (Table
2.2), entre le volume de milieu de culture sans sérum et le volume total (1/5,33), entre le
volume de milieu sans sérum et la quantité d’ADN a transfecter (75/1).

Sous hotte stérile, les plasmides a transfecter sont dilués dans du milieu de culture sans
sérum afin d’atteindre une concentration plasmidique de 0,016 pg/pl (Volume final/puits =
400 pl). La solution obtenue est alors mélangée a 1’agent transfectant pour respecter un
rapport 1 pg ADN/ 5 ul Superfect. Le mélange est incubé 10 minutes a température ambiante
pour que des complexes ADN/agent transfectant puissent se former. Aprés 10 minutes, 4,33
volumes de milieu de culture + 10% de sérum sont ajoutés. Les boites de cultures peuvent
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Table 2.3 : Composition du substrat de la B-galactosidase

Composition

Substrat B-galactosidase Pour 50 ml :

- 2 ml de tampon phosphate 0,5 M pH 7,4
- 0,0203 g MgCl,

- 66,5 mg ONPG (2-nitrophenyl-beta-D-
galactopyranosidase ACROS)

- 350 pl 2-mercaptoethanol

Table 2.4 : Composition des réactifs utilisés pour I'extraction de protéines nucléaires

Composition

Tampon de lyse 0,5% NP-40 Pour 100 ml :

- 10 ml de tampon HB 10x
- 89,8 ml d’H,0O

- 200 ul de NP-40

Tampon HB 10x - 200 mM HEPES pH 7,9
- 50 mM NaF

- 10 mM Na,MoQO4

-1 mM EDTA

PIB (Phosphatase Inhibitor Buffer) - Na3VO4 25 mM

- ParaNitroPhénylPhosphate 250 mM
- B-glycérophosphate 250 mM

- NaF 125 mM

RE (Resuspension Buffer) Pour 20 ml :
- 4 ml de glycérol 87 %
- 16 ml H,O

SA (Saline Buffer) Pour 20 ml :

- 10 ml HB 2x

- 4 ml glycérol 87%
-4 ml NaCl 4 M

- 2 ml H,O
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alors étre décantées et incubées avec le mélange de transfection pendant 6h. Le mélange de

transfection est ensuite remplacé par du milieu de culture DHG + 10% de sérum durant 16h
pour permettre aux cellules de récupérer.

2.4 Mesure de lactivité NFxB grace au rapporteur Luciférase/p}-
galactosidase

Lors de ce mémoire, des mesures de ’activité NFkB a été réalisée sur des cellules
cybrides sauvages et mutées en réponse & une stimulation a la staurosporine 500 nM pendant
4 heures. Les cellules ensemencées dans des plaques 12 puits sont tout d’abord transfectées
avec les plasmides adéquats (Table 2.2). Aprés 16 heures de récupération dans du milieu
frais (Milieu DHG + 10% SVF), celles-ci sont stimulées 4 heures a la staurosporine 500 nM.
Apres stimulation, les cellules sont rincées 2X au PBS. Chaque puits regoit ensuite 200 pl de
GloLysis Buffer (Promega E2661). La plaque est agitée légérement pour bien recouvrir
toutes les cellules. Aprés 5 minutes a température ambiante, le contenu de chaque puits est
resuspendu et transféré dans un microtube. Pour la révélation de la B-galactosidase, 100 pl
de chaque microtube est transféré dans une plaque 96 puits (MicroPlates Greiner Bio-One,
Germany). Le méme volume de substrat f-galactosidase (Table 2.3) est ajouté dans chaque
puits. La plaque 96 puits est ensuite incubée a 37°C et la lecture de 1’absorbance est réalisée a
405 nm. Pour la révélation de la luciférase, 100 ul de lysat sont prélevés pour chaque
condition et placés dans une plaque 96 puits ad hoc (Nunc, Germany). Chaque puits recoit
ensuite 100 pl de Bright-Glo (Promega E2620). La bioluminescence est rapidement lue apres
addition du Bright-Glo. Un temps de pause de 30 secondes est respecté pour éviter toute
auto-fluorescence ainsi qu’un temps d’intégration de 1 seconde.

Une fois les mesures réalisées, les résultats sont normalisés. En effet, I’efficacité de
transfection variant d’une lignée a I’autre, il est important de normaliser les résultats afin
d’obtenir des données indépendantes de 1’efficacité de transfection. Pour ce faire, les cellules
sont transfectées avec un plasmide contenant le géne de la B-galactosidase sous le contrdle
d’un promoteur fort et un plasmide sous le contréle d’un promoteur synthétique (plasmide
codant pour le géne de la Luciférase sous le contréle d’un promoteur synthétique contenant 4
sites consensus pour NFxB).

Le rapport a effectuer est des lors :

(Bioluminescence Condition x — Bioluminescence Blanc)

(Absorbance Condition x — Absorbance Blanc)

2.5 Mesure de la liaison de NFxKB a sa séquence consensus par
dosage colorimétrique

Le but poursuivi est de mesurer la capacité de liaison du facteur de transcription NFxB
a sa séquence consensus. Pour ce faire, les cellules cybrides sauvages et mutées sont tout
d’abord stimulées 1 heure soit a la staurosporine 500 nM, soit & I'IL1 (10 ng/ml), ou encore au
TNF a (Table 2.1). Par ailleurs, les cellules peuvent aussi étre préalablement traitées 1 heure
au Bay 5 uM (Table 2.1). Une fois les stimulations terminées, les protéines nucléaires sont
extraites et quantifiées par la méthode de Bradford. Enfin, le dosage colorimétrique (Kit
Trans AM, Active Motif) proprement dit est réalisé.
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Table 2.5 : Composition des réactifs utilisés pour le dosage colorimétrique

Composition

Tampon de liaison concentré - HEPES 10 mM
- KC1 300 mM

- Glycérol 20%

- H,O distillée
pH 7.5

Tampon de liaison complet concentré 1x - 1 ml de tampon de binding concentré
- 500 ul de BSA 5%

- 500 pul de DSS 0,05 mg/ml

- 500 pl de H,O

-5ulde DTT1 M

Tampon de lyse stock - HEPES 20 mM
- NaCl 350 mM
- MgCl; 1 mM

- EDTA 0,5 mM
- EGTA 0,1 mM
- Glycérol 20%
- NP-40 1%

pH 7,5

Tampon de lyse complet - 2 ml de tampon de lyse stock
-10pulde DTT1 M
- 80 pul de PIC

PBS 50 - NaCl 50 mM
- Tampon phosphate 10 mM
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2.5.1 Extraction nucléaire

Matériel

- PBS froid (Phosphate Buffer Saline : 150 mM NaCl, 10 mM KH,PO,/K,HPO, ; pH 7,4)
- PBS froid + 1 mM Na;MoO4 + 5 mM NaF

- Tampon HB 10x (Hypotonic Buffer) (Table 2.4)

- Tampon de lyse 0,5% NP-40 (Table 2.4)

- RE (Resuspension Buffer) (Table 2.4)

- SA (Saline Buffer) (Table 2.4)

- PIC (Protéase Inhibitor Cocktail) (Roche 11 836 145 001, Germany)

- PIB (Phosphatase Inhibitor Buffer) (Table 2.4)

Méthode

Apres stimulation, les boites T25 (Corning 430168) sont mises sur glace et rincées 3x
au PBS froid. Celles-ci sont ensuite rincées 1x au PBS froid + 1 mM Na,MoO4 + 5 mM NaF
avant de recevoir 3 ml de tampon HB 1x durant 3 minutes. Cependant, pour les boites
préalablement traitées a la staurosporine, il est important de vérifier que les cellules ne se
décollent pas du support suite & I’incubation avec le HB. Les boites sont décantées et les
cellules raclées dans 160 pl de tampon de lyse pour étre transférées dans des microtubes.
L’utilisation d’un tampon de lyse contenant 0,5% d’un détergent neutre permet de
perméabiliser la membrane plasmique tout en conservant la membrane nucléaire intacte. Les
microtubes sont centrifugés a 13 000 rpm pendant 30 secondes. Le surnageant est décanté et
le culot contenant les noyaux est resuspendu dans 15 pl de tampon de resuspension complété
d’inhibiteurs de protéases et de phosphatases (500 pl RE + 20 ul PIC + 50 ul PIB). Une fois
le culot resuspendu, un méme volume de tampon salin également additionné d’inhibiteurs de
protéases et de phosphatases (500 pl SA + 20 pul PIC + 50 pl PIB) est ajouté. Les microtubes
sont ensuite agités sur roue a 4°C pendant 1 heure avant d’étre centrifugés a 13 000 rpm
pendant 10 minutes a 4°C. Les surnageants sont enfin collectés et leur contenu protéique est
quantifié par la méthode de Bradford. Les extraits nucléaires sont fractionnés et congelés a -

70°C. Les cycles de congélation/décongélation sont évités pour réaliser les dosages d’activité
de liaison a I’ADN.

2.5.2 Dosage colorimétrique de P’activité de liaison a PADN du facteur
NFxB

Matériel

- Plaque 96 puits fonctionnalisée avec des oligonucléotides doubles brins contenant une
séquence consensus pour NFkB (Active Motif, Belgium)

- Tampon de liaison concentré (Table 2.5)

- Tampon de liaison complet concentré 1x (Table 2.5)

- Tampon de lyse stock (Table 2.5)

- Tampon de lyse complet (Table 2.5)
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Figure 2.1 : Principales étapes du dosage colorimétrique “Trans AM”
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- PBS 50 (Table 2.5)

- PBS 50 + Tween 0,1% (Tween 20, Sigma)

- PBS 50 + Lait en poudre 1% (Gloria, Nestl¢)

- Anticorps Anti-P65 (C-20 sc-372)

- Anticorps Anti-IgG de lapin couplé a la peroxydase

- Solution chromogéne TMB contenant le substrat de la peroxydase (BioSource, Belgium)
- Solution STOP (BioSource, Belgium)

Méthode

(Figure 2.1)

Liaison du facteur NFxB a [’ADN

Chaque puits regoit 30 pl de tampon de liaison complet. Chaque condition est réalisée
en triples et trois blancs sont également prévus. 20 pl d’échantillon (10 pg de protéines
totales/20 pl de tampon de lyse complet) sont ajoutés dans chaque puits. Les puits
correspondants aux blancs ne contiennent que du tampon de lyse complet et du tampon de
liaison complet. La liaison des protéines a 1’oligonucléotide est réalisée au cours d’une
incubation d’1 heure & température ambiante, avec agitation douce. Les puits sont ensuite
lavés 3x au PBS 50 + Tween 0,1%.

Fixation de [’anticorps primaire

100 pl d’anticorps anti-P65 dilué 1000x dans du PBS 50 + Gloria 1% sont placés dans
chaque puits et incubés pendant 1 heure a température ambiante avant d’étre lavés 3x avec
200 pl de PBS 50 + Tween 0,1%.

Fixation du conjugué anti-IgG de lapin couplé a la peroxydase

Apres les lavages, les puits regoivent 100 pl de conjugué dilué 1000x dans du PBS 50
+ Lait en poudre 1%. Aprées 1 heure d’incubation a température ambiante, les puits sont lavés
4x avec 200 pl de PBS 50 + Tween 0,1%.

Révélation
100 ul de TMB sont ajoutés dans chaque puits et incubés a température ambiante a
I’obscurité pendant 10 minutes. Un méme volume de solution STOP est ajouté dans chaque

puits et la D.O. est lue & 405 nm (Référence 655 nm).

Expression des résultats

La moyenne des D.O. est réalisée pour chaque condition et la moyenne des blancs est
ensuite soustraite pour chacune des conditions.

2.6 Mesure de I’expression de génes par RT-PCR en temps réel

La RT-PCR en temps réel a été utilisée au cours de ce mémoire pour quantifier les
variations d’expression des génes Birc2 et Birc3 codant respectivement pour les protéines
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cIAP1 et cIAP2 en cas de stimulation a la staurosporine dans des cellules cybrides sauvages
ou mutées. Apres stimulation des cellules, ' ARNm des cultures cellulaires est extrait et rétro-
transcript en cDNA. Une PCR en temps réel permet ensuite de suivre l'accumulation
d'amplicons sélectionnés via des amorces spécifiques aux génes d’intérét par un marquage en
fluorescence au SYBR Green, un agent intercalant dans I’ADN double brin. La quantification
repose sur le concept de cycle seuil (Ct), c’est-a-dire le cycle correspondant a un signal de
fluorescence émise par les amplicons qui se distingue du bruit de fond. Les valeurs sont
normalisées par un contrdle endogéne, dans notre cas, I’ARN de TBP.

2.6.1 Extraction d’ARN total

L’extraction est réalisée a partir de boites T25 (Corning 430168) contenant des
cellules confluentes. L’extraction est réalisée en conditions « RNase Free » afin de ne pas
dégrader I’ARN a extraire ; c’est-a-dire que le port de gants, I’utilisation de tips autoclavés et
le traitement de I’espace de travail au SDS 1% sont vivement conseillés.

Matériel

- Kit “RNAgents Total RNA Isolation System” (Promega 25111)

- PBS stérile (Phosphate Buffer Saline : 150 mM NaCl, 10 mM KH,PO4+/K,;HPO, ; pH 7,4)
- Eau auto-clavée RNase free
- Ethanol 75% RNase free

Méthode

Les boites T25 sont décantées et mises sur glace, puis rincées une fois au PBS stérile.
200 pl de solution dénaturante (sels + détergents) sont ajoutés par boite. Les cellules sont
ainsi lysées et raclées avant d’étre collectées dans des microtubes. Les lysats sont
homogénéisés par quelques passages dans une seringue de 2 ml. Les microtubes sont ensuite
vortexés. 25 ul d’acétate de sodium 2M (kit Promega) sont ajoutés a chaque microtube ainsi
que 250 pl de phénol provenant d’une solution phénol/chloroforme (phase inférieure de la
bouteille). Les échantillons sont mélangés par quelques inversions des microtubes et ensuite
placés sur glace pendant 15 minutes. Les lysats sont alors centrifugés pendant 20 minutes a
10 000 g a 4°C. La phase aqueuse supérieure contient I’ARN. Celle-ci est récupérée dans de
nouveaux microtubes en prenant soin de ne pas toucher !’interface ou se situe I’ADN
génomique. A chaque phase aqueuse est ajouté un volume équivalent d’isopropanol. Les
microtubes sont mélangés par plusieurs inversions et ensuite placés a -20°C pendant 30
minutes pour permettre la précipitation de I’ARN qui est alors sédimenté par centrifugation a
10 000 g pendant 10 minutes a 4°C. Les culots sont collectés et resuspendus dans 500 pl
d’éthanol 75% froid RNase free avant d’étre centrifugés une derniere fois a 10 000 g pendant
10 minutes. Les surnageants sont jetés et les culots laissés sécher a température ambiante
pendant environ lh. Les culots doivent devenir transparents. L’ARN est enfin resuspendu

dans de I’eau RNAse free et dosé en lisant 1’absorbance & 260 nm grace au Bio Photometer
Eppendorf.

2.6.2 Reverse transcription des mRNA en cDNA
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Table 2.6 : Tableau reprenant les différents primers sens et anti-sens

Firme Référence des primers | Séquence des primers
TBP Applied TFIID-234F CCT CAC AGG TCA AAG GTTTAC AGT AC
Biosystems | TFIID-314R GCT GAG GTT GCA GGA ATT GAA
Birc2 USA Birc2-136F TTC TGT TGT ATT TAT TCC TTG TGG TCA
Birc2-248R GAA ATG TAC GAA CAGTACCCTTGATTAT
Birc3 Birc3-979F GTC CCA GGC TGA GGC AAG A

Birc3-1058R

TAA AGG CAG GGT CTC AGT ATG CT
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Matériel

- RNasin Ribonuclease Inhibitor (40 U/ul) (Promega N2511)

- Ribonuclease H (2U/ul) (Gibco BRL)

- Eau nuclease free (Promega P119C)

- Oligo(dT)q2-18(Gibco BRL)

- Meélange de ANTP (Eurogentec)

- Superscript (Reverse Transcriptase, 200 U/ul) (In Vitrogen, USA)
- Extraits d’ARNtotal

- Eau RNase free

- Tampon de rétrotranscritption 5x (InVitrogen, USA)

- DTT 0,1M (Dithiotréitol, InVitrogen, USA)

Méthode

En fonction de la concentration en ARN total obtenue par extraction, un volume
correspondant & 2 pg d’ARN est prélevé et porté a 7,5 ul avec de 1’eau RNase free. 2 pl
d’oligo dT (500 ng/ul) sont ajoutés a I’ARN dilué. La solution est incubée 10 minutes & 70°C
afin de permettre I’hybridation de I’oligo dT sur la queue poly-A des ARNm. La solution est
immédiatement mise sur glace pendant 5 minutes. Le mélange réactionnel est ensuite ajouté a
la solution sur glace. Celui-ci contient 4 ul de tampon de rétrotranscription 5x, 2 ul de DTT,
1 pl de RNAsin, 1 pl de mix dANTP, 1 pl d’eau. La préparation est alors incubée a
température ambiante pendant 5 minutes avant d’ajouter 1,5 pl d’enzyme Superscript. Le
mélange réactionnel est incubé 1h30 a 42°C, température permettant une activité optimale de
la Reverse Transcriptase, avant d’étre placé a 70°C pendant 15 minutes pour inactiver cette
derniére. L’échantillon est refoidit quelques minutes sur glace pour ajouter 1 pl de RNase H,
celle-ci dégradant les ARNm ayant servi de templates. L’échantillon est incubé une derniére
fois a 37°C pendant 20 minutes afin de dégrader ’ARNr et I’ARNt formant des structures
doubles brins et la composante ARN des hybrides ADNc/ARNm. Le cDNA est enfin stocké
a-20°C.

2.6.3 PCR en temps réel

Matériel

- cDNA obtenu par reverse transcription

- Primers sens et anti-sens des house-keeping genes et des génes d’intérét (Table 2.6)
- Mix Sybr Green (Applied Biosystems, UK)
- Eau distillée

Méthode

Pour chaque géne étudié, un mélange réactionnel est réalisé. Celui-ci contient : 2,5 pl
d'eau distillée, 2,5 pl de primer sens et 2,5 ul de primer anti-sens, 12,5 ul de SYBR Green.
On dispose 20 ul/puits de ce mélange dans une plaque 96 puits avec 5 ul/puits de cDNA
préparé précédemment et dilué 100 fois. Des blancs sont également préparés en remplagant
les 5 ul de cDNA par de l'eau distillée. Les puits sont alors fermés hermétiquement par un
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film plastique. Aprées centrifugation de la plaque pendant 1 minute 4 1000 RPM, celle-ci est
introduite dans I’appareil afin de réaliser I'amplification PCR de 40 cycles. Une courbe de

dissociation est réalisée en fin d'amplification afin de s'assurer de la spécificité des amorces
utilisées.

2.7 Fractionnement cellulaire

Cette manipulation a été réalisée dans le but de rechercher I’abondance par Western
Blot de différents acteurs pro- et anti-apoptotiques, notamment cIAP1 et cIAP2 ainsi que le
cytochrome c et les acteurs de la famille Bcl-2, dans différents compartiments cellulaires
(mitochondries, cytosol). Pour ce faire, un fractionnement par centrifugation différentielle a
été réalisé. Il ne s’agit ici que de fractions enrichies et non hautement purifiées.

Matériel

- PBS (Phosphate Buffer Saline : 150 mM NaCl, 10 mM KH,PO4/K,HPO; ; pH 7,4)
- Saccharose 0,25 M

- Racloirs (Dispenser)

- Homogénéisateur de Dounce avec piston B (tight)

- Centrifugeuse Allegra R-22

- Centrifugeuse TLX

- Rotor TLA-100.3 (Beckman 349622)

- Tubes rigides pour rotor TLA-100.3

Méthode

Des cellules cybrides sauvages et mutées, préalablement cultivées dans des boites de
culture T75 et menées a confluence, ont été traitées a la staurosporine 500 nM pendant 6h.
Deux boites T75 sont prévues par condition expérimentale. Les boites T75 sont tout d’abord
décantées et rincées 3x avec 8 ml de PBS a température ambiante. A partir de ce stade, toutes
les étapes qui suivent se déroulent a 4°C. Les boites sont rincées 2x avec 8 ml de saccharose
0,25 M. Par condition, une premiére boite T75 est raclée dans 800 pl de saccharose 0,25 M,
puis la suspension cellulaire est transférée dans la seconde boite T75 (méme condition) afin
de racler les cellules. La suspension obtenue est transférée dans un homogénéisateur de
Dounce. Les boites sont rincées avec 800 pul de saccharose suivant la méme procédure, la
suspension de ringage étant également transférée dans le méme homogénéisateur de Dounce.
La suspension est homogénéisée par 6 passages dans le Dounce puis transférée dans un tube
de 15 ml taré et centrifugée pendant 10 minutes & 2700 rpm a 4°C dans une centrifugeuse
Allegra R-22. Apprés transfert du surnageant E dans un tube taré, le culot, correspondant a la
fraction nucléaire et aux cellules non homogénéisées, est resuspendu dans 2 ml de saccharose
0,25M glacé. Celui-ci est alors passé 6x a I’homogénéisateur de Dounce. La suspension
obtenue est centrifugée 10 minutes a 2100 rpm a 4°C dans une centrifugeuse Allegra R-22.
Le surnageant est ajouté au surnageant E récolté précédemment en faisant attention de laisser
1 ml de surnageant dans le tube contenant encore le culot. Le surnageant E est alors
centrifugé a 50 000 rpm pendant 15 minutes & 4°C dans une centrifugeuse TLX. II est
important de calibrer correctement les tubes afin d’éviter tout incident. Apres centrifugation,
le surnageant est récupéré dans un tube de 15 ml taré. Celui-ci est conservé a -20°C en tant
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Table 2.7 : Composition des mélanges pour gel séparateur utilisés dans la préparation des gels
séparateurs 12 et 15% en acrylamide utilisés pour les Western Blots

Gel Mix 15% 12%
Gel Buffer 60 ml 60 ml
Acryl/Bis (30%) 125 ml 100 ml
H,O 65 ml 90 ml




2. Matériel & méthodes

que fraction S. Le culot, quant & lui, est resuspendu dans 250 pl de saccharose et conservé a -
20°C en tant que fraction MLP.

La quantité de protéines par fraction est déterminée par la méthode de Bradford.

2.8 Western Blot

Le Western Blot est une technique semi-quantitative permettant de mettre en évidence
I’abondance des protéines d’intérét au sein d’un échantillon. Celui-ci commence par une
séparation des protéines par électrophorése sur gel SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate —
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis), se poursuit par un transfert des protéines sur membrane
et enfin se termine par une détection de 1’abondance de la protéine d’intérét en utilisant un
anticorps primaire spécifique ainsi qu’un systéme de révélation. Dans le cadre du mémoire,
I’abondance de protéines impliquées dans le processus apoptotique a été recherchée sur des
fractions cytosoliques et des fractions enrichies en mitochondries préparées a partir de cellules

cybrides sauvages et mutées traitées ou non a la staurosporine 500 nM pendant 6h (Voir point
2.7

Matériel

- Acrylamide/Bisacrylamide (30/0,8) (Bio Rad Laboratories)

- APS 25% (Ammonium PerSulfate) (Amersham BioSciences, Sweden)

- TEMED (Amersham BioSciences, Sweden)

- Tampon de gel de séparation (Pour 200 ml : 36,3 g de TRIS, 0,8 g de SDS, pH 8,9)

- Mélange pour gel séparateur (Table 2.7)

- Gel séparateur (35 ml de Gel Mix, 175 pl d’APS 25% frais, 10,5 ul de TEMED)

- Tampon de gel concentrateur (Pour 100 ml : 5,1 g de TRIS, 0,4 g de SDS, pH 6,8)

- Meélange pour gel concentrateur (60 ml de tampon de gel concentrateur, 40 ml
d’Acrylamide/Bisacrylamide, 140 ml H,O)

- Gel concentrateur (10 ml de mélange pour gel concentrateur, 50 pl d’APS 25% frais, 3 ul de
TEMED)

- Tampon de migration (Pour 1 litre : 63,2 g de TRIS, 40 g de glycine, 10 g de SDS)

- Bleu de charge 5X (0,5 M Tris HCI, pH 6,8, 20% SDS, 20% glycérol, 1% bleu de
bromophénol, 20% B-mercaptoéthanol)

- Tampon de transfert (Pour 5 litres : 24 g de TRIS, 115 g de glycine, 1 litre de méthanol)

- TBS (Tris Buffer Saline) 10X (Pour 1 litre : 24,22 g de TRIS, 80,06 g de NaCl, pH 7,6)

- TBS-Tween 0,1% (Pour 1 litre : 100 ml de TBS 10X, 1 ml de Tween, 900 ml H,O)

- ECL Blocking Agent (Amersham BioSciendes, Sweden)

- Solution de révélation (ECL Western Blot Detection Kit, Amersham BioSciences, GE
Healthcare, UK)

Méthode

Préparation des gels

Afin d’analyser 1’abondance de protéines de poids moléculaires variés, des gels
d’acrylamide 12 et 15% ont été réalisés. Les compositions de ces gels sont reprises en table
annexe (Table 2.7). Le gel séparateur (ou running gel) est tout d’abord préparé et coulé entre
les plaques de montage et laissé a polymériser pendant environ 1 heure a température
ambiante. Pendant la polymérisation, le gel est couvert par de I’isobutanol afin d’éviter que le
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Figure 2.2 : Mécanisme de transfert sur membrane
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Table 2.8 : Anticorps primaires utilisés pour la détection de protéines d'intérét par la méthode
du Western Blot.

Protéine Firme Numéro de | Espéce | Incubation | Température | Dilution Agent
cible référence bloquant
Bcel-XL Sigma B9429 Souris 16 heures 4°C 1000x Lait en
poudre 5%
Mcl-1 Santa Cruz |sc-819 Lapin 1 heure Ambiante 1000x Lait en
poudre 5%
Cytochrome ¢ | Pharmingen | 556433 Souris 16 heures 4°C 1000x Lait en
poudre 5%
cIAPI] RD AF8181 Chevre | 16 heures 4°C 5000x ECL
cIAP2 RD AF8171 Chévre |16 heures |4°C 10000x ECL,
Bax Upstate 06-499 Lapin 16 heures 4°C 500x Lait en
poudre 5%
Bak Pharmingen | 556382 Souris 16 heures 4°C 5000x ECL
TOM 40 Santa Cruz |[sc-11414 Lapin 2 heures Ambiante 5000x Lait en
poudre 5%
Tubuline o Sigma T5168 Souris 1 heure Ambiante 40 000x Gloria
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gel ne s’oxyde a 1’air ambiant. Une fois la polymérisation terminée, 1’isobutanol est retiré et
le dessus du gel est abondamment rincé a I’eau distillée. Le gel concentrateur (ou stacking
gel) peut alors étre préparé puis coulé en introduisant le peigne. La polymérisation de ce gel
dure environ 15 minutes. Pendant ce temps, les échantillons protéiques sont préparés.

Préparation et migration des échantillons

Les échantillons sont préparés comme suit : 12 pl de Bleu de charge 5x sont ajoutés a
20 pg de protéines. Le mélange est porté a 60 ul avec du saccharose 0,25 M. Avant d’étre
chargés, les échantillons sont préalablement dénaturés par un passage de 4 minutes a 100°C.
50 pl de chaque échantillon ainsi que 1’étalon (15 pl, See Blue, Invitrogen L.C) peuvent alors
étre chargés dans les puits. La migration des échantillons se fait tout d’abord a un ampérage

de 35 mA pendant 30 minutes dans le gel concentrateur, ensuite a 45 mA pendant 3 heures
dans le gel séparateur.

Transfert des protéines sur une membrane de PVDF

Aprés la migration des échantillons, le gel est démoulé et les protéines sont transférées
sur une membrane de PVDF (PolyVinylDi¢neFluoride, Amersham BioSciences, Sweden)
préalablement réhydratée pendant une minute dans du méthanol 100% puis 5 minutes dans du
tampon de transfert. Le gel est ensuite déposé sur la membrane et un montage en
« Sandwich » (Figure 2.2) est réalisé¢ avec des papiers Whatman et des éponges imbibés de
tampon de transfert avant d’étre placé dans une cuve permettant un électrotransfert de type
« semi-sec ». Le transfert s’effectue soit 2 heures a 150 mA, soit durant la nuit 4 30 mA. La
membrane est ensuite incubée pendant 2 heures dans du TBS-Tween 0,1% contenant 5% de
lait en poudre (Gloria, Nestlé), ou dans du TBS-Tween 0,1% contenant 2% d’agent bloquant
ECL (Amersham, UK). L’agent bloquant est choisi en fonction de I’anticorps utilisé¢ (Table
2.8).

Incubation de la membrane en présence des anticorps primaires

L’incubation de la membrane en présence des anticorps primaires se fait pendant 1
heure ou 2 heures a température ambiante ou bien encore 16 heures a 4°C et ce, en fonction
de I'anticorps primaire utilisé (Table 2.8). Les dilutions varient d’un anticorps primaire a
’autre, aussi, les diverses dilutions sont reprises a la table 2.9. Par ailleurs, les anticorps sont
dilués dans du TBS-Tween 0,1% contenant 5% de lait en poudre ou contenant 2% d’agent

bloquant ECL. Apreés incubation, la membrane est rincée 3X 15minutes avec du TBS-Tween
0,1%.

Incubation de la membrane en présence des anticorps secondaires

Des anticorps secondaires anti-IgG de lapin (Amersham) ou anti-IgG de souris; ou
encore anti IgG de cheévre couplés a la HRP (Horse Raddish Peroxidase) sont utilisés en
fonction de I’anticorps primaire préalablement utilisé. Ceux-ci sont dilués 100 000X dans du
TBS-Tween 0,1% + 2% d’agent bloquant ou 5% de lait en poudre Gloria. La membrane est
incubée en présence de I’anticorps secondaire pendant 1 heure environ puis rincée 3X 15
minutes avec du TBS-Tween 0,1%.

Révélation
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Table 2.9 : Sondes utilisées pour mesurer l'abondance en calcium intracellulaire par
cytométrie de flux

Stock Référence
Fluo-3 1 mM dans du DMSO Molecular Probes F -1242
FuraRed 1 mM dans du DMSO Invitrogen, Molecular Probes
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La méthode de chémiluminescence est utilisée pour détecter la présence des protéines
d’intérét. La membrane est d’abord mise en contact d’une solution de révélation ECL
(Enhanced ChemiLuminescence) provenant du kit de révélation (Advanced Western Blot
Detection Kit, Amersham). Celui-ci contient le substrat de la peroxydase et du luminol. La
membrane est ensuite placée dans une cassette de révélation et, en chambre noire, mise en
contact d’un film sensible (Amersham Hyperfilm ECL). Le temps d’exposition du film en
présence de la membrane est fonction de I’anticoprs utilisé. Aprés exposition, le film est
successivement plongé dans une solution de révélation (Ilford), dans de I’eau, et dans une
solution de fixation (Ilford). Celui-ci est finalement rincé a I’eau, séché et scanné.

La membrane peut subir plusieurs hybridations successives mais aprés chaque
révélation, celle-ci doit d’abord étre rincée et incubée 2 heures en présence d’agents
bloquants. Elle peut également étre congelée a -20°C.

2.9 Mesures de ’abondance en calcium cytosolique

Au cours de ce mémoire, nous avons tenté de mettre en évidence des différences de
niveaux calciques entre les cellules cybrides sauvages et mutées, a 1’état basal et en réponse a
la staurosporine 500 nM. Cet objectif nous a conduit a utiliser différentes approches. Dans
un premier temps, nous avons utilisé la sonde calcique fluorescente Fluo-3 (Table 2.9) dans
un format de plaques multi-puits, permettant d’évaluer une population cellulaire, puis dans un
deuxiéme temps au FACS, qui permet une lecture individuelle de la fluorescence cellulaire.
Dans un troisi¢me temps, nous avons normalisé les signaux €émis par Fluo-3 en utilisant une
seconde sonde calcique fluorescente : FuraRed (Table 2.9). Cette normalisation, réalisée
grice aux mesures en cytométrie de flux, est comparable a [’utilisation des sondes
ratiométriques permettant de rendre la lecture indépendante du niveau de charge de la sonde.
Dans tous les cas, les contrdles positif et négatif sont respectivement le traitement des cellules
a I’ionomycine 1 uM (Table 2.1) et le traitement des cellules au BAPTA-AM 40 uM (Table
2.1}

2.9.1 Mesure du niveau calcique cytosolique au spectrofluorimétre par la
sonde Fluo-3

Les cellules cybrides sauvages et mutées, ensemencées 2 jours avant dans des plaques
24 puits avec 27 000 cellules par puits pour les cellules sauvages et 50 000 cellules par puits
pour les cellules mutées, sont tout d’abord incubées 2 heures avec le milieu de stimulation
(Ionomycine 1 uM, ou Staurosporine 500 uM, ou BAPTA-AM 40 uM) + sonde Fluo-3 10
uM a 37°C dans ’obscurité. Les cellules sont ensuite rincées 1x avec du tampon HBSS
(Hank’s Balanced Salt Solution: NaCl 137 mM, CaCl, 1 mM, KCl 5,36 mM,
Na;HPO4(2H,0) 337 uM, KH,PO4 441 uM, MgSO4(7H,0) 406 uM, MgCly(6H,0) 492 uM,
NaHCOj; 4,17 mM, glucose 5 mM). La lecture de la fluorescence (Fluoroscan) se fait dans du
tampon HBSS, la longueur d’onde d’excitation de la sonde étant 485 nm et la longueur
d’onde d’émission se situant & 520 nm.

Pour certaines expériences, nous avons estimé la quantité de matériel protéique dans
chacun des puits : aprés la lecture de la fluorescence, les puits ont décantés et lysés en

présence de NaOH 0,5 N. La concentration protéique a ensuite été évaluée par la méthode de
Bradford.
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Figure 2.3 : Représentation schématique d'un cytometre de flux
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2. Matériel & méthodes

2.9.2 Mesure du niveau calcique cytosolique au FACS par la sonde Fluo-3

Principe du FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting)

La cytométrie de flux permet d’étudier des cellules isolées dans un flux liquide. Les
cellules, alignées les unes derriére les autres et séparées d’au moins 1 mm, défilent & grande
vitesse devant une source lumineuse, le plus souvent un laser. Un détecteur, dans ce cas un
photomultiplicateur, est capable de mesurer de brefs flashs de lumiére émise quand la cellule
passe devant le rayon laser.

Cette technique permet de mesurer rapidement plusieurs parameétres cellulaires
simultanément (taille, granularité, émission éventuelle de fluorophores). Pour chaque cellule,
sont mesurées trés précisément : la fluorescence émise a diverses longueurs d’ondes (jusqu’a
S signaux de fluorecence analysés simultanément) et la lumiére diffusée, recueillie dans 2
directions différentes (1’'une peut étre corrélée avec la taille et la seconde avec la réfringence
de la cellule) (Figure 2.3).

Les signaux de diffusion et de fluorescence sont captés par des détecteurs qui les
transforment en signaux électriques, traités par un systeme informatique. Chaque cellule est
ainsi transformée en un « événement électrique » avec plusieurs coordonnées (taille,
granularité, fluorescence 1, fluorescence 2,...). Ces éveénements électriques forment des
nuages de points (Dot Plot) autour desquels on dessine des fenétres électroniques. Au sein de
chaque fenétre, il est possible de préciser la distribution de la fluorescence (histogramme de
distribution de fréquences).

Selon la spécificité des réactifs fluorescents utilisés pour marquer les cellules, on a
acces a I’étude quantitative de nombreuses caractéristiques : présence d’un antigéne, quantité
d’ADN ou d’ARN, activité enzymatique, viabilité. Tous ces critéres peuvent étre mis en
corrélation. L’avantage de cette technique est de réaliser des analyses précises sur des critéres
tres différents et trés nombreux, de séparer les cellules (y compris clonage et tri de
populations trés rares) avec une trés grande pureté en conditions stériles.

Cependant, les cellules doivent étre impérativement en suspension. Leur nombre pour
envisager une analyse doit étre de quelques centaines de milliers minimum. De plus, on ne
posséde pas d’image de cellules analysées (seulement une quantification en unités arbitraires
de chaque parametre mesuré) ; on ne peut donc pas localiser le signal mesuré au niveau
subcellulaire. Enfin, chaque cellule n’étant analysée qu’a un unique instant donné, on ne peut
faire de véritable étude cinétique portant sur une méme cellule.

Les applications de cette technique sont trés diverses: I’étude des marquages
immunofluorescents, activité enzymatique, flux ioniques, typages lymphocytaires,... Nous
avons utilis¢ le FACS au cours de ce mémoire pour comparer le niveau calcique
intracellulaire des cellules cybrides sauvages et mutées, a 1’état basal et en réponse a la
staurosporine 500 nM.

Méthode

Les cellules cybrides sauvages et mutées sont ensemencées 2 jours avant dans des
boites T25 avec 333 333 cellules par boite pour les cellules sauvages et 500 000 cellules par
boite pour les cellules mutées. Une partie des boites est traitée a la staurosporine 500 nM
pendant 2 heures alors que d’autres sont traitées a I’ionomycine 1 uM ou au BAPTA-AM 40
uM pendant 30 minutes. Les milieux de stimulation sont retirés des boites et remplacés par
du milieu frais contenant la sonde Fluo-3 10 uM. Aprés 30 minutes d’incubation a 37°C dans
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Figure 2.4 : Spectres d’émission des sondes Fluo-3 et FuraRed en présence de tampons

contenant diverses concentrations en calcium, le R-PE étant la sonde contrdle (Novak and
Rabinovitch 1994).
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2. Matériel & méthodes

I’obscurité en présence de la sonde, les cellules sont rincées 1x au PBS avant d’étre récoltées
avec 500 ul de trypsine. Les effets de la trypsine sont inhibés en ajoutant 2 ml de milieu
contenant 10% de sérum. Les contenus des boites sont ensuite transférés dans des tubes de 10
ml avant d’étre centrifugés a 1500 rpm pendant 5 minutes. Les culots sont enfin resuspendus
dans 1 ml de PBS non stérile et mis sur glace pour la lecture au FACS.

2.9.3 Mesure du niveau calcique cytosolique grace a la normalisation des
sondes Fluo-3/FuraRed par FACS

Principe

Afin de comparer les niveaux calciques dans deux lignées cellulaires distinctes,
susceptibles d’incorporer différemment la sonde Fluo-3, nous avons testé un systetme de
sondes ratiométriques. Pour ce faire, la sonde Fluo-3 a été utilisée en méme temps que la
sonde FuraRed. Ces deux sondes sont excitées a 488 nm. Cependant, I’intensité de
fluorescence de Fluo-3 augmente dans le vert (émission de 515 nm & 535 nm) quand celle-ci
se lie au calcium tandis que la sonde Fura-Red montre un comportement inverse quand celle-
ci est liée au calcium (émission de 665 nm a 685 nm) (Figure 2.4). Ces deux sondes, utilisées
simultanément, ont 1’avantage de ne générer que peu de bruit de fond et sont un indicateur
sensible pour la détection du calcium cytosolique en cytométrie de flux. Les résultats sont
exprimés sous forme de rapport entre la fluorescence mesurée pour Fluo-3 et 'intensité de
fluorescence mesurée pour FuraRed (Novak and Rabinovitch 1994).

Méthode

Les cellules cybrides sauvages et mutées sont ensemencées 2 jours avant dans des
boites T25 avec 333 333 cellules par boite pour les cellules sauvages et 500 000 cellules par
boite pour les cellules mutées. Une partie des boites est stimulée a la staurosporine 500 nM
pendant 1 heure. Pendant ce temps, les milieux contenant les sondes sont préparés (Milieu
DHG + 10% SVF + Fluo-3 2 uM + FuraRed 5 uM +/- staurosporine 500 nM). Les boites
sont ensuite décantées et incubées en présence des sondes pendant 30 minutes dans I’obscurité
a 37°C. Les boites sont rincées 2x au PBS non stérile avant d’étre trypsinisées. Les effets de
la trypsine sont inhibés par du milieu DHG + 10% SVF. Les suspensions sont transférées
dans des tubes de 10ml et centrifugées a 1000 g pendant 5 minutes avant d’étre rincées 1x au
PBS et une nouvelle fois centrifugées a 1000 g pendant 5 minutes. Les culots sont enfin
resuspendus dans du tampon HBSS et mis sur glace pour la lecture au FACS.

Aprés lecture des échantillons aux deux longueurs d’onde, I’ionomycine est ajoutée a
la suspension cellulaire a une concentration finale de 1 uM. La fluorescence est & nouveau
enregistrée a intervalles réguliers, I’ionomycine constituant un contréle positif de lecture.

32




3. Resultats &
Discussion




QO =2 N W A OO N @

CTL STS 4h STS 6h

Abondance relative de 'ARNm de Birc2

35

30

25
20

15

10

o L —ll

CTL STS 4h STS 6h

Abondance relative de 'ARNm de Birc3

Figure 3.1 : Mesure de la variation d’abondance relative des transcrits de Birc2 (a.) et
Birc3 (b.) par RT-PCR en temps réel. Les cellules cybrides sauvages (colonnes blanches)
et mutées (colonnes noires) ont été incubées ou non a la staurosporine 500 nM pendant 4
heures ou 6 heures, puis la variation d’abondance des transcrits en réponse au traitement a été
analysée par RT-PCR en temps réel et normalisée par rapport a TBP (TATA Binding Protein).
Les résultats sont exprimés en abondance relative des ARNm par rapport aux valeurs
obtenues pour les cellules cybrides sauvages non stimulées. Chaque valeur représente une
mesure réalisée sur un échantillon biologique.




3. Résultats & discussion

3. Résultats et discussion

3.1 Expression des protéines clIAPl et cIAP2 en réponse a la
staurosporine

Il a été démontré précédemment que I’expression des génes Birc2 et Birc3, codant
respectivement pour cIAP1 et cIAP2, était revue a la hausse au niveau des transcrits dans les
cellules cybrides sauvages en réponse a une stimulation de 6 heures a la staurosporine 100 nM
(mémoire G. Rommelaere), ce qui n’est pas le cas pour les cellules cybrides mutées. La
surexpression de ces génes pourrait expliquer la plus faible réponse apoptotique des cellules
cybrides sauvages puisque cIAP1 et cIAP2 sont tous deux des inhibiteurs de 1’apoptose.

Depuis lors, nous avons choisi de travailler a une concentration de 500 nM en
staurosporine afin d'avoir des effets différentiels plus marqués entre les cellules cybrides
sauvages et mutées. Nous avons donc voulu déterminer si la surexpression de Birc2 et Birc3
s'observait également suite & une incubation de 4 et 6 heures en présence de 500 nM de
staurosporine.

Par ailleurs, comme I’expression de Birc2 et Birc3 est régulée transcriptionnellement
par le facteur NFxB (voir point 1.4.3), nous avons également évalué I’activité de ce facteur et
sa capacité de se lier a sa séquence cis dans des cellules cybrides sauvages et mutées
stimulées ou non & la staurosporine 500 nM.

3.1.1 Abondance des transcrits Birc2 et Birc3

Les variations d’expression de Birc2 et Birc3 au niveau de leurs transcrits ont été
analysées par RT-PCR en temps réel. Aprés stimulation pendant 4 et 6 heures de cellules
cybrides sauvages et mutées en présence ou non de staurosporine 500 nM, des extraits d’ARN
ont été collectés et rétrotranscrits en cDNA pour ensuite étre quantifiés par RT-PCR en temps
réel.

La figure 3.1 indique que le niveau basal des transcrits des deux génes est plus élevé
dans les cellules cybrides mutées que dans les cellules cybrides sauvages. On constate
également une faible variation du niveau des transcrits pour le géne Birc2 quand les cellules
sont incubées en présence de staurosporine 500 nM, et ce pour les deux lignées aux divers
temps de stimulation (Figure 3.1.a).

La figure 3.1.b montre que I’expression du géne Birc3 dans les cellules stimulées 4
heures a la staurosporine 500 nM augmente de 20 fois dans les cellules cybrides sauvages, et
de 12 fois dans les cellules cybrides mutées, suggérant ainsi une moins bonne protection des
cellules mutées contre les stimuli pro-apoptotiques. Cependant, alors que le niveau de
transcrits a tendance a diminuer dans les cellules cybrides sauvages suivant le temps de
stimulation, ce n’est pas le cas dans les cellules cybrides mutées qui, elles, voient leur niveau
de transcrits augmenter aprés 6 heures de stimulation a la staurosporine. Ceci pourrait
suggérer une cinétique de réponse plus lente mais plus importante au cours du temps de la
part des cellules cybrides mutées en cas de stimulation a la staurosporine. Il y aurait alors une
activation transcriptionnelle plus tardive dans les cellules cybrides mutées que dans les
cellules cybrides sauvages. Signalons qu’apres 6 heures de stimulation par la staurosporine
500 nM, la caspase 3 est déja trés active dans les cellules cybrides mutées et trés peu dans les
cellules cybrides sauvages (données non montrées obtenues au laboratoire).

Nous avons par la suite voulu confirmer ces résultats en répétant 1'expérience. De
plus, afin de déterminer si I’expression des génes Birc2 et Birc3 dépend de l'activité du
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Figure 3.2 : Mesure de la variation d’abondance relative des transcrits de Birc2 (a.) et
Birc3 (b.) par RT-PCR en temps réel. Les cellules cybrides sauvages (colonnes blanches)
et mutées (colonnes noires) ont tout d’abord été incubées ou non en présence de Bay 5uM
pendant 1 heure, ensuite traitées ou non la staurosporine 500 nM pendant 4 heures, puis la
variation d’abondance des transcrits en réponse au traitement a été analysée par RT-PCR en
temps réel. Les résultats sont exprimés en abondance relative des ARNm par rapport aux
valeurs obtenues pour les cellules cybrides sauvages non stimulées. Chaque valeur représente
une mesure réalisée sur un échantillon biologique.




3. Résultats & discussion

facteur de transcritpion NFxB, un inhibiteur de ce dernier a été utilisé. L’expérience a été
renouvelée en incubant ou non préalablement les cellules en présence de Bay 11-7082 5 uM
pendant 1 heure. Ce dernier est un inhibiteur de la phosphorylation de IkBo et par
conséquent de I'activation de NFkB. Les cellules ont ensuite été stimulées ou non pendant 4
heures a la staurosporine 500 nM. Une RT-PCR en temps réel a été effectuée sur les cDNA
obtenus aprés extraction et rétrotranscription des ARNs. Contrairement aux résultats
précédents, |’expression basale des transcrits de Birc2 et Birc3 est la méme dans les cellules
cybrides sauvages et mutées. En ce qui concerne le géne Birc2, la figure 3.2 montre une
diminution du transcrit provoquée par la staurosporine, et une inhibition partielle en présence
du Bay observée pour les cellules cybrides sauvages. Globalement, I'expression du gene
Birc2 varie relativement peu entre les différentes conditions testées. De plus, ces résultats ne
confirment pas ceux illustrés a la figure 3.1, ce qui indique que nous ne pouvons pas tirer de
conclusion valable sur base de ces données. Clairement, de nouveaux échantillons devraient
étre analysés puisque chacune de ces expériences représente un seul échantillon biologique.
L'information la plus frappante livrée par ces résultats est la forte induction du gene
Birc3 provoquée par la staurosporine, qui confirme les résultats obtenus a la figure
précédente. Celle-ci s'observe dans les deux lignées cellulaires et est en partie inhibée par le
Bay 11-7082, ce qui suggére que soit d'autres facteurs de transcription contribuent a la
régulation de l'expression de ce geéne, soit cet inhibiteur n'a qu'une efficacité modérée sur
l'activation du facteur NFxB. Le Bay 11-7082 est renseigné dans la littérature comme étant
un inhibiteur irréversible de la phosphorylation de IkBa, augmentant la stabilisation de ce
dernier et bloquant spécifiquement les voies de signalisation de NFkB (Dai, Pei et al. 2004).
Cependant, son efficacité varie d’une lignée cellulaire a 1’autre. En effet, nous verrons a la
figure 3.4 que, dans notre mode¢le cellulaire, cet inhibiteur n’est que partiellement efficace.
Cependant, dans ce cas-ci également, de nouveaux échantillons devraient étre analysés afin de
déterminer si l'induction de I'expression du geéne Birc3 par la staurosporine est

significativement plus élevée dans les cellules cybrides sauvages que dans les cellules
cybrides mutées.

3.1.2 Etude de I'activation du facteur NfkB

Les résultats présentés a la figure 3.2 suggérant que le facteur NFxB est impliqué dans
la régulation des génes Birc2 et Birc3, nous avons étudié sa capacité de liaison a sa séquence
cis et son activité quand les cellules sont stimulées ou non a la staurosporine 500 nM.

3.1.2.1 Capacité de liaison du facteur NFxB

Des cellules cybrides sauvages et mutées ont €té stimulées ou non a la staurosporine
500 nM pendant 1 heure ou 2 heures. Les cellules servant de contrdle positif ont été stimulées
1 heure a I’IL-1 B 10 ng/ml. La mesure de la capacité de liaison du facteur NFxB a séquence
cis a été réalisée par dosage colorimétrique. La figure 3.3 indique qu’au niveau basal, la
liaison du facteur NFkB est plus importante dans les cellules cybrides sauvages que dans les
cellules cybrides mutées, suggérant que les génes régulés par NFxB sont plus exprimés dans
les cellules cybrides sauvages. Cette différence dans la capacité de liaison & I'ADN du facteur
NFkB ne se refléte pas dans l'analyse des transcrits de Birc2 et Birc3 (Figure 3.1 et 3.2), qui
sont décrits pour étre des génes cibles de ce facteur de transcritpion. Rappelons cependant
que ces analyses doivent étre répétées sur davantage d'échantillons pour pouvoir effectuer des
comparaisons entre les deux lignées. De plus, nous observons a la figure 3.3 que la capacité
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Figure 3.3 : Mesure de la capacité de liaison de NFkB par dosage colorimétrique. Les
cellules cybrides sauvages (colonnes blanches) et mutées (colonnes noires) ont été traitées ou
non a la staurosporine 500 nM pendant 1 heure ou 2 heures, ou traitées a I'IL-1 f 10 ng/ml
pendant 1 heure. La détection de la liaison de NFxB (p65) a sa séquence cis a été réalisée par
dosage colorimétrique. Les résultats représentent la moyenne de 3 mesures +/- 1 écart-type.
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Figure 3.4 : Mesure de la capacité de liaison de NFkB par dosage colorimétrique. Les
cellules cybrides sauvages (colonnes blanches) et mutées (colonnes noires) ont préalablement
¢été traitées ou non au Bay 11-7082 5 uM pendant 1 heure et ensuite traitées ou non a la
staurosporine 500 nM pendant 1 heure ou traitées a I'IL-1 § 10 ng/ml ou au TNFa 50 ng/ml
pendant 1 heure. Les résultats représentent la moyenne de 3 mesures +/- 1 écart-type, sauf
pour les colonnes marquées d’un (2) pour lesquelles seules 2 mesures ont été effectuées.
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Figure 3.5 : Mesure de I’activité du facteur NFkB par systéme rapporteur Luciférase/f-
galactosidase. Les cellules cybrides sauvages (colonnes blanches) et mutées (colonnes
noires) ont préalablement été transfectées pendant 6 heures avec les plasmides rapporteurs
NF«xB-Luciférase et pPCMVB. Apres 16 heures de récupération, celles-ci ont été stimulées ou
non a la staurosporine 500 nM pendant 4 heures puis lysées afin de mesurer les activités
luciférase et B-galactosidase. La lecture de la DO pour la révélation de I’activité de la f-
galactosidase a été réalisée aprés 30 minutes. Les résultats sont exprimés sous forme de
rapport entre l'activité de la luciférase et l'activité de la P-galactosidase. Les résultats
représentent la moyenne de 3 mesures +/- 1 écart-type. Signification statistique : *p < 0,05
par ANOVA 2 suivie d’un test de comparaisons multiples de Holm-Sidak, comparaison entre
lignées dans une méme condition.
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de liaison du facteur de transcription augmente quand les deux lignées cellulaires sont
stimulées 1 heure ou 2 heures a la staurosporine 500 nM, suggérant que les mécanismes de
survie cellulaire sont déclenchés afin de contre-carrer les effets pro-apoptotiques de la
staurosporine, en activant le facteur NFxB et en lui permettant de migrer librement vers le
noyau. Remarquons que le controle positif des cellules cybrides sauvages n’a pas fonctionné.

L’expérience a été renouvelée en utilisant un inhibiteur de NFxB, le Bay 11-7082. Ce
dernier est un inhibiteur de la phosphorylation de IxBa. Les résultats sont repris a la figure
3.4. Les cellules cybrides sauvages et mutées, incubées préalablement ou non en présence de
Bay 5 uM, ont été stimulées ou non a la staurosporine 500 nM pendant 1 heure. La condition
2 heures d’incubation a la staurosporine a été abandonnée pour cette expérience puisque les
résultats étaient semblables pour les conditions 1 heure et 2 heures (Figure 3.3). Deux
contrdles positifs ont été utilisés : le TNFa et I'IL-1. Certains résultats ne comportent pas
d’écart types, ceci est di au manque de matériel biologique nous empéchant de réaliser des
triplicats. Comme observé précédemment, les cellules cybrides sauvages présentent au niveau
basal une capacité de liaison plus élevée que les cellules cybrides mutées et l'activité de
liaison & I'ADN augmente suite a l'incubation en présence de staurosporine. Ces résultats
concordent avec l'augmentation du niveau de transcrits de Birc3 induite par la staurosporine
décrite aux figures 3.1 et 3.2. Remarquons que l'inhibiteur de l'activation du facteur NFxB,
le Bay 11-7082, n'inhibe pas complétement l'activité de liaison a I'ADN de ce facteur.

3.1.2.2 Activité du facteur NFxB

La liaison du facteur NFkB a sa séquence cis n'est pas le seul parametre déterminant le
niveau de transcription du géne cible (des modifications post-traductionnelles influencent
notamment ce niveau, voir point 1.4.4). Nous avons donc étudié sa capacité transactivatrice
par le syst¢tme rapporteur Luciférase/B-galactosidase. Des cellules cybrides sauvages et
mutées, préalablement transfectées avec les plasmides d’intérét (voir point 2.3), ont été
stimulées ou non & la staurosporine 500 nM pendant 4 heures. L’activité du facteur NFxB a
pu étre déterminée par un systéme rapporteur utilisant le géne de la luciférase dont
l'expression est sous le contrdle d'un promoteur synthétique contenant 4 séquences cis pour
NFxB. Afin de prendre en compte le taux de transfection, les résultats sont normalisés par
l'activité de la B-galactosidase, dont I'expression est sous le contréle du promoteur fort CMV
(voir point 2.4).

La figure 3.5 montre que D’activité du facteur NFxB est significativement plus
importante au niveau basal dans les cellules cybrides sauvages que dans les cellules cybrides
mutées. Cette différence se marque également pour les cellules stimulées a la staurosporine.
Cependant, vu les écart-types importants, nous ne pouvons pas affirmer qu’il y ait une
diminution significative de I’activité de NFxB dans les cellules cybrides sauvages traitées a la
staurosporine par rapport aux cellules cybrides sauvages contrdle. Ce probléme est également
rencontré pour les cellules cybrides mutées. Nous pouvons observer que I’activité de NF«kB et
sa capacité de liaison & sa séquence cis évoluent de la méme fagon au niveau basal : en effet,
ces deux paramétres sont plus importants dans les cellules cybrides sauvages que dans les
cellules cybrides mutées au niveau basal.

3.1.3 Abondance des protéines cIAP1 et cIAP2

Afin de caractériser le produit des genes Birc2 et Birc3, des Western Blots ont été
réalisés a partir d’extraits protéiques obtenus par centrifugations différentielles.
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Figure 3.6 : Analyse de I’abondance de cIAP1 par Western Blot dans différentes
fractions subcellulaires préparées par centrifugations différentielles a partir de cellules
cybrides sauvages et mutées traitées ou non a la staurosporine 500 nM pendant 6 heures.

a) Les cellules ont été incubées (STS) ou non (CTL) en présence de staurosporine 500
nM pendant 6 heures avant la préparation des fractions cytosoliques (S) et des fractions
enrichies en mitochondries (MLP). 10 ug de protéines ont été séparés par SDS-PAGE et
l'abondance de cIAP1, TOM40, et la tubuline o ont été révélées par immunoblotting.

b) Quantification des résultats obtenus a la figure 3.6.a. Les DO des bandes
correspondant & cIAP1, TOM40 et la tubuline a ont été intégrées (IOD). Les IOD
correspondant aux protéines cIAP1 dans les fractions cytosoliques ont été rapportées aux IOD
mesurées pour 1’a-tubuline dans le graphe de gauche et les IOD correspondant aux protéines
cIAP1 dans les fractions enrichies en mitochondries rapportées aux IOD mesurées pour
TOM40 dans le graphe de droite. Les colonnes blanches et noires correspondent
respectivement aux cellules cybrides sauvages et mutées.
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Figure 3.7: Analyse de I’abondance de cIAP2 par Western Blot dans différentes
fractions subcellulaires préparées par centrifugations différentielles a partir de cellules
cybrides sauvages et mutées traitées ou non a la staurosporine 500 nM pendant 6 heures.

a) Les cellules ont été incubées (STS) ou non (CTL) en présence de staurosporine 500
nM pendant 6 heures avant la préparation des fractions cytosoliques (S) et des fractions
enrichies en mitochondries (MLP). 10 ug de protéines ont été séparées par SDS-PAGE et
'abondance de cIAP1, TOM40, et la tubuline o ont été révélées par immunoblotting.

b) Quantification des résultats obtenus a la figure 3.7.a. La DO des bandes
correspondant & cIAP-1, TOM40 et la tubuline a a été intégrée (IOD). Les 10D
correspondant aux protéines cIAP2 ont été rapportées aux IOD mesurées pour I’a-tubuline.

Les colonnes blanches et noires correspondent respectivement aux cellules cybrides sauvages
et mutées.
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Figure 3.8 :Résumé des résultats obtenus dans le cadre de I’étude de ’expression du
géne Birc3 et de ’activation du facteur NFxB dans les cellules cybrides sauvages et

cellules cybrides mutées.
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La figure 3.6 montre le blot obtenu pour cIAP1 (a) ainsi que la quantification des
résultats (b) obtenue en intégrant la densité optique (IOD) des différentes bandes d'intérét.
L'TOD de cIAP1 dans les fractions cytosoliques (S) est rapportée a 1'OD de la tubuline a
(Figure 3.6.b, graphe de gauche) tandis que I'IOD de cIAP1 dans les fractions enrichies en
mitochondries (MLP) est rapportée a I'IOD de TOM 40 (Figure 3.6.b, graphe de droite).
Dans les deux lignées cellulaires, la staurosporine provoque une diminution de 1'abondance de
cIAP1, mais un défaut de blotting ne nous permet pas de déterminer si cette diminution est +/-
prononcée dans les cellules cybrides mutées. La présence de cIAP1 dans les fractions MLP
peut sembler inattendue puisque la localisation subcellulaire des IAPs est généralement
décrite comme cytoplasmique (Verhagen, Coulson et al. 2001), bien que certains membres de
cette famille, comme la survivine, peuvent cependant se localiser dans les mitochondries
(Dohi, Beltrami et al. 2004). En réalité, cIAP1 est une E3 ubiquitine ligase qui a pour
protéine cible certaines caspases (voir point 1.4.3) mais aussi d'autres protéines comme
TRAF1 et TRAF2, qui interagissent avec le récepteur au TNFa (voir point 1.4.5.2). Suite a
une stimulation par le TNFa, cIAP1 se lie & l'enzyme E2 Ubc 6, localisée au niveau du
réticulum endoplasmique, ce qui lui permet d'accomplir sa fonction de E3 ligase sur TRAF1/2
(Wu, Conze et al. 2005). La présence de cIAP1 dans les fractions MLP pourrait donc
s'expliquer par le fait que cIAP1 interagit avec des protéines du réticulum endoplasmique.

Un second Western Blot a été réalisé afin de mettre en évidence cIAP2 (Figures 3.7.a
et 3.7.b). La figure 3.7.a indique que la localisation de cIAP2 est exclusivement cytosolique,
au contraire de cIAP1 qui était aussi présente dans les fractions enrichies en mitochondries.
Bien que la figure 3.7.a n'indique pas de variation importante de 1’abondance en cIAP2 dans
les fractions cytosoliques aux diverses conditions, 1'analyse densitométrique de la tubuline-a
indique que les puits n’ont pas été chargés de maniere équivalente. La quantification suggére
que cIAP2 est plus abondante dans les cellules cybrides sauvages que les cellules cybrides
mutées au niveau basal. De plus, nous constatons une augmentation de 1’abondance de cIAP2
au niveau des cellules cybrides sauvages quand celles-ci sont stimulées a la staurosporine.
Cette observation est en corrélation directe avec ce qui a pu étre observé au niveau des
transcrits du géne Birc3 puisque leur abondance augmente également en réponse a la
staurosporine (Figures 3.1 et 3.2). Au contraire, ’abondance de cIAP2 diminue dans les
cellules cybrides mutées quand celles-ci sont stimulées a la staurosporine, ce qui est différent
de ce qui est observé au niveau des transcrits, suggérant une réponse différentielle dans les
cellules cybrides mutées traitées a la staurosporine.

3.1.3 Conclusions

La figure 3.8 résume les résultats obtenus a divers niveaux de 1’étude de 1’expression
des génes Birc2 et Birc3.

En ce qui concerne Birc2, les données présentées dans ce mémoire au niveau de
I’abondance relative des ARNm ne sont pas reproductibles et nécessitent de nouvelles
manipulations pour pouvoir étre interprétées. Au niveau protéique, nous observons une
diminution de 1’abondance de cIAP1 en réponse a la staurosporine dans les deux lignées
cellulaires. Celle-ci peut s’expliquer d’une part par la diminution globale de la synthése
protéique. En effet, I’induction de 1’apoptose méne a une inhibition générale de la synthése
protéique. Il a été démontré que, durant ce processus, les facteurs d’initiation de la traduction,
les ribosomes et le niveau de mRNAs dans les cellules étaient revus a la baisse (Bushell,
Stoneley et al. 2004). De plus, les protéines cIAP1 pourraient étre dégradées. En effet,
lorsque les IAPs se lient aux caspases par leur domaine BIR, ils sont ubiquitinés et dégradés
par le protéasome en méme temps que les caspases auxquelles ils sont associés
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(Zimmermann, Bonzon et al. 2001). Les résultats montrés a la figure 3.6 ne permettent pas
de déterminer si cette diminution d’abondance de cIAP1 est plus marquée dans les cellules
cybrides mutées.

En ce qui concerne Birc3, la figure 3.8 résume les résultats obtenus a divers niveaux
de I’étude de I’expression de ce géne. Bien que bon nombre de données requiérent des
manipulations supplémentaires pour étre confirmées, globalement ces résultats convergent
vers une expression basale plus élevée dans les cellules cybrides sauvages (Figures 3.1, 3.3,
3.4 et 3.7), accompagnée d’une forte induction transcriptionnelle en présence de
staurosporine, et ce dans les deux lignées (Figures 3.1, 3.2, 3.3, 3.4 et 3.7). Dans les cellules
cybrides sauvages, cette induction transcriptionnelle se répercute sur le niveau protéique, qui
est légérement plus €levé que dans les cellules cybrides mutées (Figure 3.7). Cette
observation va de pair avec I’hypersensibilité a la staurosporine des cellules mutées : elles
possédent moins de protéines antiapoptotique des le départ.

De maniere inattendue, 1’évolution de la protéine cIAP1 en réponse a la staurosporine
est inverse dans les cellules mutées, puisque le niveau protéique diminue par rapport aux
cellules contréle (Figure 3.6), et ce malgré une nette augmentation du niveau de transcrits
(Figures 3.1 et 3.2). Ce résultat est a considérer avec prudence puisque nous nous basons
uniquement sur une quantification de Western Blot et que ce dernier n’a été réalisé qu’une
seule fois. Toutefois, il suggeére une régulation différentielle de la traduction du messager de
Birc3 dans les cellules sauvage. En effet, dans les cellules cybrides mutées, la diminution du
niveau protéique de cIAP2 malgré une augmentation du transcrit peut se comprendre aisément
dans un contexte de répression globale de la traduction protéique. Le fait que, dans les
cellules sauvages, le niveau protéique de cIAP2 s’éleve suggeére que, (i) soit le processus
apoptotique n’est pas encore suffisamment avancé aprés 6h d’incubation en présence de
staurosporine (rappelons que les caspases sont faiblement activées a ce stade), autorisant un
niveau de traduction « normal »), soit (ii) la traduction de I’ARNm de Birc3 est particuliere et
échappe a une baisse du niveau traductionnel, ce qui ne serait pas le cas dans les cellules
mutées. En effet, la région 5°-UTR de ’ARNm de cIAP1 est exceptionnellement longue et
contient plusieurs codons AUG en amont de la séquence codante. La longueur de la région
5’-UTR lui permet d’adopter une structure secondaire thermodynamiquement stable. Cette
séquence serait également dotée d’une activité IRES (Internal Ribosome Entry Site),
permettant ainsi plus facilement et plus rapidement de traduire les ARNm, en particulier dans
un contexte de répression traductionnelle (Van Eden, Byrd et al. 2004). Nous ne pouvons pas
affirmer & I’heure actuelle si ce mécanisme existe pour cIAP2. De plus, il a été¢ montré que le
FGF-2 (Fibroblast Growth Factor-2), dans des cellules SCLCC (Small Cell Lung Cancer
Cell), régule positivement le contrdle traductionnel des IAPs, permettant ainsi aux ARNm
codant pour cIAP1 et XIAP d’étre traduits méme en cas de diminution de la synthése
protéique (Pardo, Lesay et al. 2003). Cette hypothése reste bien entendu a démontrer dans les
modeles cellulaires que nous avons utilisés.

Un dernier élément dans la figure 3.8 peut poser question : il s’agit du fait que la
staurosporine provoque une baisse de 1’activité transactivatrice du facteur NF-kB, mesurée
par géne rapporteur, alors que la capacité de la liaison a I’ADN de ce facteur

3.2 Etude de I’abondance calcique

Nous posons I"hypothése que ’hypersensibilité des cellules cybrides mutées pourrait
étre due, au moins en partie, & une concentration calcique intracellulaire basale plus élevée,
qui favoriserait le déclenchement des cascades apoptotiques. Cette hypothése est étayée par
le fait que :
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1. Un dysfonctionnement mitochondrial se traduit par une modification du calcium
intracellulaire :

- Soit la concentration calcique intracellulaire au niveau basal est plus élevée. En
effet, Biswas et al. ont démontré que la déplétion en ADN mitochondrial ou la
disruption du potentiel de membrane mitochondrial par des inhibiteurs de la chaine
respiratoire dans des cellules C2C12 avaient pour conséquence : une concentration
calcique intracellulaire au niveau basal plus élevée due probablement a une
quantité¢ réduite en ATP et affectant les flux calciques, une augmentation de
I’expression du géne codant pour RyR-1, et I’altération de I’activité de 3 facteurs
de transcription dépendant du calcium (Biswas, Adebanjo et al. 1999). De plus, un
dysfonctionnement mitochondrial dans des cellules murines 1929 est capable
d’induire une communication rétrograde via une concentration calcique
intracellulaire au niveau basal plus élevée, activant de ce fait la calmoduline kinase
IV capable de phosphoryler et d’activer CREB (Arnould, Vankoningsloo et al.
2002).

- Soit la réponse calcique est perturbée face a un stimulus. En effet, Sherer et al., en
comparant des cellules SH-SYS5Y et leurs homologues rho0, ont constaté que des
déficits chroniques dans la chaine respiratoire observés dans les cellules rho0
avaient plus d’influence sur I’homéostasie calcique que la simple perturbation de
la chaine respiratoire par des agents découplants dans des cellules SH-SYSY
(Sherer, Trimmer et al. 2000). Les études menées par Brini et al. ont également pu
mettre en évidence des altérations au niveau de 1'homéostasie calcique dans des
cellules cybrides MERRF. Cependant, le traitement de ces derni¢res avec des
substances affectant le transport intracellulaire du calcium a permis de restaurer la

plupart du temps I'assimilation du calcium dans la mitochondrie et la production
d'ATP (Brini, Pinton et al. 1999).

2. L’apoptose est facilitée par une concentration calcique intracellulaire élevée (voir
point 1.4.7). En effet, I’accumulation de calcium au niveau du cytosol peut se répercuter sur
la concentration calcique mitochondriale, déclenchant un processus apoptotique di
notamment & une €lévation du transport d’électrons par la chaine de phosphorylation
oxidative. L’élévation de ROS qui s’ensuit peut, & sont tour, provoquer 1’ouverture du PTP
(voir point 1.1.3.2).

3. Dans les cellules cybrides mutées, la fragmentation de I’ADN induite par la
staurosporine est inhibée partiellement par I’ALLN, inhibiteur de la calpaine (enzyme calcium
dépendante) et de la cathepsine B (Voir travail de Guillaume Rommelaere). L’apoptose
induite par la staurosporine pourrait donc, par I’intermédiaire de la calpaine, étre facilitée dans
les cellules mutées si celles-ci ont un niveau calcique élevé.

3.2.1 Mises au point grace a la sonde Fluo-3

3.2.1.1 En spectrofluorimétrie

Afin d’étudier les variations d’abondance calcique dans des cellules cybrides sauvages
et des cellules cybrides mutées, nous avons tout d’abord réalisé un marquage des ions calcium
avec la sonde Fluo-3 10 uM, la fluorescence étant directement proportionnelle au calcium
présent dans le cytosol. Pour chaque lignée, trois conditions ont été étudiées : une condition
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Figure 3.9 : Mise au point de la mesure de calcium intracellulaire par
spectrofluorimétrie a I’aide de la sonde Fluo-3 dans les cellules cybrides sauvages
(colonnes blanches) et dans les cellules cybrides mutées (colonnes noires) suite 2 une
incubation de 1 heure en présence d’ionomycine 0,7 pM et de BAPTA-AM 40 uM. Les
deux lignées de cellules cybrides ont été incubées 1 heure en présence d’ionomycine 0,7 pM
(contrdle positif) ou de BAPTA-AM 40 uM (contrdle négatif). Les dosages calciques ont été
réalisés a I’aide de la sonde Fluo-3 10 puM, elle-méme incubée 1 heure en méme temps que les
agents stimulants. Les résultats présentent la moyenne des intensités de fluorescence
mesurées pour chaque condition expérimentale (n = 6 +/- 1 écart-type).
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Figure 3.10 : Mise au point de la mesure de calcium intracellulaire par
spectrofluorimétrie a 1’aide de la sonde Fluo-3 dans les cellules cybrides sauvages
(colonnes blanches) et dans les cellules cybrides mutées (colonnes noires) suite a2 une
incubation de 2 heures en présence d’ionomycine 1 pM, de BAPTA-AM 40 pM, ou de
staurosporine 500 nM. Les deux lignées de cellules cybrides ont été incubées 2 heures en
présence d’ionomycine 1 pM (contrdle positif), de BAPTA-AM 40 uM (contrdle négatif) ou
encore de staurosporine 500 nM. Les dosages calciques ont été réalisés a 1’aide de la sonde
Fluo-3 10 uM, elle-méme incubée 2 heures en méme temps que les agents stimulants.

a) Les résultats présentent la moyenne des intensités de fluorescence mesurées pour
chaque condition expérimentale (n = 5 +/- 1 écart-type).

b) Apres lecture de la fluorescence émise, une lyse cellulaire et un dosage protéique
par la méthode de Bradford ont été réalisés afin de normaliser les intensités de fluorescence
obtenues par rapport a la quantité de matériel cellulaire de chaque condition (n =5 +/- 1 écart-

type).
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contrle (cellules non traitées), une condition traitée a ’ionomycine 0,7 uM (ionophore
calcique) pendant 1 heure servant de contrdle positif et une condition traitée au BAPTA-AM
40 uM (chélateur de calcium intracellulaire) pendant 1 heure servant de contrdle négatif
(Figure 3.9). Les conditions contréles montrent peu de différences entre les 2 lignées
cellulaires, avec une légére augmentation du signal dans les cellules cybrides mutées. Nous
observons une faible diminution de I’intensité de fluorescence en présence du chélateur
calcique pour les deux lignées cellulaires. Comme attendu, I’intensité de fluorescence
augmente en présence d’ionomycine pour les cellules cybrides sauvages par rapport a la
condition contrdle, mais ce n’est pas le cas des cellules cybrides mutées.

Cette observation nous a conduit & recommencer I’expérience en augmentant la
concentration en ionomycine & 1 uM. De plus, les valeurs de fluorescence mesurées étant
faibles, nous avons augmenté le temps d’incubation en présence des agents stimulants et de
sonde, le temps d’incubation a été fixé a 2 heures. La figure 3.10.a indique les résultats
obtenus lors de cette expérience. Nous constatons cette fois que 1’intensité de fluorescence
des cellules cybrides mutées contrdle est moins importante que celle des cellules cybrides
sauvages. De plus, méme si I’intensité de fluorescence augmente pour les cellules cybrides
sauvages en cas de stimulation a I’ionomycine, nous observons au contraire une diminution de
I’intensité de fluorescence pour les cellules cybrides mutées. Cependant, une partie des
cellules se sont détachées du support dans cette condition expérimentale, vraisembablement a
cause d’un effet toxique de I’ionomycine sur les cellules mutées, ce qui explique un plus
faible signal de fluorescence en présence d’un ionophore calcique. Nous avons donc voulu
normaliser les valeurs de fluorescence par la quantité de protéines présentes dans chaque puits
en réalisant une lyse cellulaire a partir des échantillons cellulaires récupérés apres la lecture
de I’intensité de fluorescence. Un dosage de protéines a permis de normaliser les intensités de
fluorescence obtenues précédemment par rapport a la quantité de matériel cellulaire considéré
par condition. Les résultats obtenus sont exposés a la figure 3.10.b. Sur cette figure, nous
observons que I’ionomycine provoque une augmentation de la concentration calcique
intracellulaire dans les deux lignées. Par contre, les résultats obtenus pour les cellules
incubées en présence de BAPTA-AM restent encore inexpliqués. En théorie, le BAPTA-AM
étant un chélateur calcique, nous aurions di obtenir des intensités de fluorescence inférieures
a celles obtenues pour les cellules contréle, ce qui n’est pas le cas. En ce qui concerne les
cellules stimulées a la staurosporine, nous n’observons pas non plus de variation d’abondance
calcique par rapport aux contrdles.

Plusieurs éléments dans les figures 3.9 et 3.10 nous aménent a penser que cette
technique n’est peut-étre pas la plus appropriée pour comparer des réponses calciques dans
deux lignées cellulaires différentes soumises a un stimulus apoptotique. En effet, le niveau
calcique basal est tantot 1égerement plus élevé dans les cellules cybrides mutées (Figure 3.9),
tantot dans les cellules cybrides sauvages (Figure 3.10), mettant & mal la reproductibilité de la
mesure, et ceci malgré le fait qu’il y ait 5 ou 6 répliquats. Ensuite, la mortalité provoquée par
le stimulus apoptotique (ou I’ionomycine) peut engendrer des trous dans le tapis cellulaire, ce
qui perturbe la lecture de fluorescence en plaque multi-puits. Nous nous sommes donc
tournés vers la cytométrie de flux, qui permet une lecture sur des cellules en suspension,
évitant de ce fait les problémes causés par le détachement des cellules en réponse a la
staurosporine.

3.2.1.2 En cytométrie de flux
La cytométrie de flux permet de considérer chaque cellule comme étant un seul et

unique ¢événement, contrairement aux mesures effectuées précédemment avec le
spectrofluorimétre ot la fluorescence mesurée était représentative d’une population cellulaire.
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_Cellules cybrides sauvages | Cellules cybrides mutées
M1 M2 M1 M2
CTL 92,45% 7,62% 77,74% 22,52%
Ionomycine 1 pM 92,70% 7,45% 72,22% 28,11%
BAPTA-AM 40 uM 88,84% 11,24% 87,06% 13,01%
Staurosporine 500 nM 83,69% 16,5% 70,54% 29;61%

Figure 3.11 : Mise au point de la mesure du calcium intracellulaire par cytométrie de
flux a ’aide de la sonde Fluo-3 dans les cellules cybrides sauvages et mutées suite a2 une
incubation de 30 minutes en présence d’ionomycine 1uM, de BAPTA-AM 40 uM ou une
stimulation de 2 heures a la staurosporine 500 nM. Apres stimulation, des cellules ont été
incubées pendant 30 minutes en présence de la sonde Fluo-3 10 uM uniquement. Les cellules
ont ensuite été trypsinisées afin de réaliser la lecture en cytométrie de flux.

a) Histogrammes représentant le nombre de cellules en fonction de I’intensité de
Fluo-3 (FL-1H) et nuages de points représentant les cellules détectées par le cytometre de flux
(Granularité SSCH des cellules en fonction de leur taille FSCH).

b) Table reprenant les M1 et M2 pour chaque condition expérimentale.
Comparaison de I’effet des différentes conditions de stimulation par rapport aux cellules
contrdle. M1 correspond a la zone de fluorescence comprenant le pic de cellules dans la
condition contrdle. M2 est la zone de fluorescence analysée différente de M1.
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Afin de réaliser cette manipulation, nous avons tout d’abord incubé les cellules
cybrides sauvages et mutées en présence des divers agents (Ionomycine 1 uM, BAPTA-AM
40 puM, STS 500 nM) pendant 30 minutes pour les cellules traitées a 1’ionomycine et les
cellules traitées au BAPTA-AM ainsi que 2 heures pour les cellules traitées a la staurosporine
500 nM. Les cellules ont ensuite été incubées 30 minutes en présence de la sonde Fluo-3 (10
uM final). Les résultats de la figure 3.11 représentent le nombre de cellules en fonction de
I’intensité de fluorescence. Afin de comparer I’effet des différentes conditions de stimulation
par rapport aux cellules controle, nous définissons M1 comme étant la zone de fluorescence
comprenant le pic de cellules dans la condition contréle. M2 est la zone de fluorescence
analysée qui est différente de M1. Les pourcentages repris dans les tables et correspondant a
MI et M2 nous permettent de comparer, par rapport aux cellules contrdle, la quantité de
cellules ayant une intensité de fluorescence plus ou moins importante par rapport a celles-ci.
Nous ne constatons pas d’effet des contrdles positif (ionomycine) et négatif (BAPTA-AM),
indiquant que la méthode n’est pas au point.

L’intensité de signal fluorescent étant tres élevée (2 a 3 log par rapport aux cellules
non marquées), ceci suggere que la concentration en sonde utilisée est excessive. De plus, les
manipulations effectuées jusqu’a présent ne nous permettent pas de penser que les deux
lignées incorporent la sonde de maniére équivalente. Une différence éventuelle de signal
fluorescent pourrait en effet révéler un niveau calcique intracellulaire différent et/ou une
incorporation de sonde différente entre les deux lignées. Pour contourner cette difficulté,
nous avons utilisé le principe des sondes ratiométriques.

3.2.2 Etude de I’abondance calcique grace aux sondes sondes Fluo-3 et
FuraRed en cytométrie de flux

L’avantage d’utiliser un systéme de normalisation est que nous ne dépendons plus de
la capacité des cellules a incorporer la sonde. Le syst¢éme de normalisation choisi pour une
analyse en cytométrie de flux est le systéme Fluo-3/FuraRed (Novak and Rabinovitch 1994).
Ces deux sondes calciques sont excitées a la méme longueur d’onde (488 nm) mais présentent
des spectres d’émission différents, permettant ainsi de détecter les sondes sur 2 canaux
différents en cytométrie de flux, respectivement FL.1-H pour Fluo-3 et FL3-H pour FuraRed.
Tandis que la sonde Fluo-3 émet une intensité de fluorescence croissante quand celle-ci est
liée au calcium, la sonde FuraRed, quant a elle, émet une intensité de fluorescence
décroissante quand celle-ci est liée au calcium (voir figure 2.4). La normalisation est
effectuée de la sorte : pour chaque condition de stimulation, les MCFRs (Mean Channel
Fluorescence Ratio) de chaque sonde sont calculés. En cytométrie de flux, le MCFR
correspond a la normalisation du déplacement du pic de fluorescence par rapport au blanc
(cellules non marquées) de chaque condition. Apres le calcul de chacun de ces MCFRs, le
MCFR correspondant a la sonde Fluo-3 est rapporté au MCFR correspondant a la sonde
FuraRed.

3.2.2.1 Mises au point du mode de marquage et des concentrations en sondes

La premiere mise au point a été effectuée exclusivement sur les cellules cybrides
sauvages. Deux parameétres ont été testés : le mode de marquage (sur cellules adhérentes ou
sur cellules en suspension) et les concentrations en sonde. D’aprés Novak et al. (1994), le
marquage est efficace lorsque FuraRed est 2,5x plus concentré que Fluo-3 et que la
concentration de Fluo-3 se situe entre 2 uM et 16 uM et celle de FuraRed entre 5 uM et 40
pM. Sachant que, dans notre modele cellulaire, 10 uM en Fluo-3 générent un signal trés
intense (Figure 3.11), les rapports de concentration en Fluo-3/FuraRed testés ont été les
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Figure 3.12 : Mise au point de la mesure du calcium intracellulaire par cytométrie de
flux griace aux sondes Fluo-3 et FuraRed par marquage en adhérence de cellules
cybrides sauvages. Les rapports indiqués (2/5 et 5/12,5) représentent les concentrations
(uM) en Fluo-3 au numérateur et les concentrations en FuraRed au dénominateur. Les
résultats sont exprimés sous forme de :

a) Nuages de points représentant les cellules détectées par le cytométre de flux. Les
intensités de fluorescence correspondant a la sonde Fluo-3 sont représentées en abscisse (FL1-
H) tandis que les intensités de fluorescence correspondant a la sonde FuraRed sont
représentées en ordonnée (FL3-H).

b) Nombre d cellules en fonction de I’intensité de fluorescence de Fluo-3 (FL1-H) et
de FuraRed (FL3-H). Les courbes mauves représentent les cellules ayant servi de blancs
(cellules non marquées). Les courbes vertes correspondent aux cellules controle (incubées 30
minutes en présence des sondes), sans ionomycine. Les autres courbes correspondent aux
mesures réalisées aprés une incubation de 0 minute (rose), 10 minutes (bleu), et 20 minutes
(brun) en présence d’ionomycine 1 uM.

¢) Mesures normalisées de I’abondance en calcium intracellulaire obtenues a partir des
résultats du cytométre de flux. L’abondance relative en calcium intracellulaire est représentée
en ordonnée par le rapport des MCFRs obtenus dans chaque condition pour les deux sondes
(MCFR Fluo-3/MCFR FuraRed). Les colonnes hachurées représentent la condition « 2 uM /5
uM » tandis que les colonnes pointillées représentent la condition « 5 uM /12,5 uM ».
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Figure 3.13 : Mise au point de la mesure du calcium intracellulaire par cytométrie de
flux griace aux sondes Fluo-3 et FuraRed par marquage en suspension de cellules
cybrides sauvages. Les rapports indiqués (2/5 et 5/12,5) représentent les concentrations
(uM) en Fluo-3 au numérateur et les concentrations en FuraRed au dénominateur. Les
résultats sont exprimés sous forme de :

a) Nuages de points représentant les cellules détectées par le cytometre de flux. Les
intensités de fluorescence correspondant a la sonde Fluo-3 sont représentées en abscisse (FL1-
H) tandis que les intensités de fluorescence correspondant & la sonde FuraRed sont
représentées en ordonnée (FL3-H).

b) Nombre de cellules en fonction de I’intensité de fluorescence de Fluo-3 (FL1-H) et
de FuraRed (FL3-H). Les courbes mauves représentent les cellules ayant servi de blancs
(cellules non marquées). Les courbes vertes correspondent aux cellules contréle (incubées 30
minutes en présence des sondes), sans ionomycine. Les autres courbes correspondent aux
mesures réalisées aprés une incubation de 0 minute (rose), 10 minutes (bleu), et 20 minutes
(brun) en présence d’ionomycine 1 pM.

¢) Mesures normalisées de 1’abondance en calcium intracellulaire obtenues a partir des
résultats du cytomeétre de flux. L’abondance relative en calcium intracellulaire est représentée
en ordonnée par le rapport des MCFRs obtenus dans chaque condition pour les deux sondes
(MCEFR Fluo-3/MCEFR FuraRed). Les colonnes hachurées représentent la condition « 2 pM/5
uM » tandis que les colonnes pointillées représentent la condition « 5 uM /12,5 uM ».
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Figure 3.14 : Mesure du calcium intracellulaire par cytométrie de flux griace aux sondes
ratiométriques Fluo-3 et FuraRed (2 pM/5 pM) par marquage en adhérence de cellules
cybrides sauvages et mutées stimulées ou non a la staurosporine 500 nM.

a) Les nuages de points obtenus représentent les cellules détectées par le cytometre de
flux. Les intensités de fluorescence correspondant a la sonde Fluo-3 sont représentées en
abscisse (FL1-H) tandis que les intensités de fluorescence correspondant & la sonde FuraRed
sont représentées en ordonnée (FL3-H).

b) Les intensités de fluorescence détectées par le canal FL1 du cytométre de flux
correspondent a la sonde Fluo-3 tandis que les intensités de fluorescence détectées par le
canal FL3 du cytométre de flux correspondent a la sonde FuraRed. Les courbes mauves
représentent les cellules ayant servi de blancs (cellules non marquées). Les courbes vertes
correspondent aux cellules contréle (incubées 30 minutes en présence des sondes) tandis que
les courbes rouges correspondent aux cellules traitées a la staurosporine 500 nM pendant 1
heure.

¢) Mesures normalisées de 1’abondance en calcium intracellulaire obtenues a partir des
résultats du cytometre de flux. L’abondance relative en calcium intracellulaire est représentée
en ordonnée par le rapport des MCFRs obtenus dans chaque condition pour les deux sondes
(MCFR Fluo-3/MCFR FuraRed). Les colonnes blanches représentent les cellules cybrides
sauvages tandis que les colonnes noires représentent les cellules cybrides mutées.
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suivants : 2 pM/5 uM et 5 uM/12,5 uM. De plus, afin de pouvoir observer un déplacement
des intensités de fluorescence en réponse a une augmentation de la concentration en calcium
intracellulaire, une cinétique a été réalisée en utilisant de I’ionomycine 1 pM. Des mesures de
I’évolution de I’intensité de fluorescence ont été réalisées.

La figure 3.12 présente les résultats obtenus pour les conditions de marquage en
adhérence. Les résultats obtenus ont préalablement été traités afin de ne pas prendre en
compte les débris cellulaires, sources de bruit de fond. Sur ces nuages de points (Figure
3.12.a) représentant ’intensité de fluorescence émise par la sonde FuraRed (FL3-H) en
fonction de la sonde Fluo-3 (FL1-H), nous avons également défini deux fenétres (R2 et R3)
afin de mettre en évidence le déplacement du signal fluorescent au cours du temps quand les
cellules sont incubées en présence d’ionomycine 1 pM. Nous observons une augmentation de
fluorescence liée a Fluo-3 conjuguée a une diminution de I’intensité de fluorescence de
FuraRed, comme I’indique le déplacement du signal fluorescent de la population cellulaire de
la fenétre R2 vers la fenétre R3. Ces résultats peuvent également étre exprimés sous forme
d’histogrammes (Figure 3.12.b) représentant le nombre de cellules en fonction de ’intensité
de fluorescence pour chaque sonde et pour chaque condition: le pic de fluorescence se
déplace vers la droite au cours du temps pour Fluo-3 tandis que le pic de fluorescence se
déplace vers la gauche au cours du temps pour FuraRed. A partir de ces histogrammes, nous
avons pu calculer les MCFRs de chaque condition et les normaliser comme expliqué
précédemment (Figure 3.12.c¢). Ceux-ci montrent une augmentation de 1’abondance calcique
quand les cellules sont traitées a I’ionomycine 1 uM, ce qui signifie que le dosage fonctionne,
et ce aussi bien avec des concentrations en sondes de 2 uM/5 uM que de 5 uM/12,5 pM.
Remarquons que la différence se marque entre les cellules non traitées et les cellules traitées a
I’ionomycine dés le temps 0, ce qui pourrait s’expliquer par le fait que I’ionomycine aurait un
effet instantané sur les cellules, exergant pleinement son réle d’ionophore.

Le méme type de manipulation a été réalisé en paralléle sur des cellules incubées en
présence des sondes aprés leur trypsinisation (marquage en suspension). Les résultats
présentés a la figure 3.13 sous forme de nuages de points (a), de pics de fluorescence (b) et de
rapports normalisés de la fluorescence des deux sondes (c) indiquent également une élévation
calcique instantanée en réponse a I’ionomycine, et ce pour les rapports 2/5 et 5/12,5 de
concentrations en sondes. Notons cependant que les nuages de points (Figure 3.13.a) sont
plus diffus que pour le marquage en adhérence.

Le choix de la technique de marquage utilisée dans les expériences ultérieures s’est
porté sur un marquage en adhérence avec des concentrations en sondes de 2 uM pour Fluo-3
et de 5 uM pour FuraRed. En effet, de faibles concentrations en sondes assurent
généralement une meilleure spécificité du marquage et un bruit de fond moins élevé. De plus,
ce marquage en adhérence semble de meilleure qualité, plus facile & mettre en ceuvre et limite
les artéfacts de marquage liés a la trypsinisation.

3.2.2.2 Mesure de la variation d’abondance calcique en réponse a la staurosporine 500nM
dans les cellules cybrides sauvages et mutées

Des cellules cybrides sauvages et mutées ont tout d’abord été incubées 1 heure en
présence de staurosporine 500 nM et ensuite marquées 30 minutes avec les sondes Fluo-3 et
FuraRed (2 pM/5 puM). Les résultats obtenus en cytométrie de flux sont repris a la figure
3.14. Ceux-ci ont préalablement été traités afin de ne pas prendre en compte les débris
cellulaires, sources de bruit de fond. Sur les nuages de points de la figure 3.14.a, nous
observons que la population des cellules mutées contrdle est plus diffuse que celle des cellules
sauvages contrle. De plus, le nuage de point s’étend plus vers la droite et vers le bas,
suggérant que 1’abondance calcique pourrait étre plus élevée au niveau basal dans les cellules
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Figure 3.15: Controle positif de la mesure de ’abondance calcique sur des cellules
cybrides mutées. Les cellules préalablement incubées 30 minutes en présence des sondes
Fluo-3 et FuraRed, comme dans la figure 3.15, ont ensuite ét€ incubées en présence
d’ionomycine 1 pM. Les mesures ont été prises apres 0, 10, 20 et 30 minutes. Les MCFRs
de la sonde Fluo-3 pour chaque condition ont été rapportés aux MCFRS de la sonde FuraRed
de chacune de ces conditions afin de normaliser les résultats.
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Figure 3.16 : Mesure du calcium intracellulaire par cytométrie de flux griace aux sondes
ratiométriques Fluo-3 et FuraRed (2 pM/5 pM) par marquage en adhérence de cellules
cybrides sauvages et mutées stimulées ou non a la staurosporine 500 nM pendant 1
heure ou 2 heures.

a) Les intensités de fluorescence détectées par le canal FLL1 du cytométre de flux
correspondent a la sonde Fluo-3 tandis que les intensités de fluorescence détectées par le
canal FL3 du cytométre de flux correspondent a la sonde FuraRed. Les courbes mauves
représentent les cellules ayant servi de blancs (cellules non marquées). Les courbes vertes
correspondent aux cellules controle (incubées 30 minutes en présence des sondes seules)
tandis que les courbes rouges correspondent aux cellules traitées a la staurosporine 500 nM
pendant 1 heure et les courbes bleues correspondent aux cellules traitées a la staurosporine
500 nM pendant 2 heures.

b) Mesures normalisées de 1’abondance en calcium intracellulaire obtenues a partir des
résultats du cytomeétre de flux. L’abondance relative en calcium intracellulaire est représentée
en ordonnée par le rapport des MCFRs obtenus dans chaque condition pour les deux sondes
(MCFR Fluo-3/MCFR FuraRed). Les colonnes blanches représentent les cellules cybrides
sauvages tandis que les colonnes noires représentent les cellules cybrides mutées.
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cybrides mutées. Suite & une stimulation par la staurosporine, nous observons une
délocalisation du nuage de points, plus importante pour les cellules cybrides mutées que pour
les cellules cybrides sauvages. Ces mémes résultats exprimés sous forme d’histogrammes
sont repris en figure 3.14.b. Les résultats normalisés, repris en figure 3.14.c, confirment
qu’au niveau basal, ’abondance calcique est plus importante dans les cellules cybrides
mutées, de 61%. De plus, tandis que 1’abondance calcique varie peu dans les cellules
_cybrides sauvages, elle s’éleve fortement dans les cellules cybrides mutées. Signalons qu’un
contrdle positif a été réalisé au cours de cette manipulation : I’ionomycine 1 uM, ajoutée a la
suspension de cellules cybrides mutées préalablement marquées avec les sondes Fluo-
3/FuraRed, provoque une €lévation de 1’abondance calcique, comme le montre la figure 3.15
(les résultats sont présentés uniquement sous forme normalisée).

Afin de confirmer ce résultat, I’expérience a été renouvelée. De plus, une nouvelle
condition a été testée, les cellules ont été préalablement stimulées 2 heures a la staurosporine
avant marquage. Les résultats de cette expérience sont exposés a la figure 3.16. Comme
pour I’expérience précédente, nous constatons des déplacements de pics de fluorescence.
Cependant, pour les deux lignées, nous constatons que les pics se dédoublent, et plus
spécialement pour les conditions STS 1 heure et STS 2 heures. Ce dédoublement de
population pourrait étre di a des débris cellulaires et des petites cellules. Les résultats de la
normalisation de cette expérience se trouvent a la figure 3.16.b, ils confirment I’abondance
calcique est plus €levée a 1’état basal pour les cellules cybrides mutées que pour les cellules
cybrides sauvages. De plus, tandis que 1’abondance calcique ne varie guére pour les cellules
cybrides sauvages quand celles-ci sont stimulées 1 heure a la staurosporine 500 nM,
I’abondance calcique des cellules cybrides mutées augmente, elle, de fagon importante (3x).

De plus, nous constatons que la cinétique de réponse a la staurosporine des cellules
cybrides sauvages et mutées est sensiblement différente. En effet, aprés 2 heures de
traitement a la staurosporine, la concentration calcique intracellulaire diminue dans les
cellules cybrides mutées tandis que dans les cellules cybrides sauvages, cette concentration
continue d’augmenter. Il est possible que la forte augmentation de la concentration en
calcium intracellulaire que nous observons aprés 1 heure de traitement par la staurosporine
dans les cellules cybrides mutées soit atteinte apres plus de 2 heures dans les cellules cybrides
sauvages. Il serait donc intéressant de recommencer l’expérience avec des temps de
stimulation plus long afin d’observer la cinétique entiére des cellules cybrides sauvages.

3.2.3 Conclusions

Les résultats obtenus nous permettent d’affirmer que, au niveau basal, les cellules
cybrides mutées présentent une concentration calcique intracellulaire plus importante que les
cellules cybrides sauvages. Cette affirmation va dans le sens de notre hypothése selon
laquelle la concentration calcique plus élevée pourrait étre impliquée dans 1’hypersensibilité a
I’apoptose. De plus, nous avons également pu montrer qu’en cas de stimulus pro-apoptotique
(staurosporine 500 nM), la concentration calcique intracellulaire augmente sensiblement dans
les cellules cybrides mutées. Le calcium est un activateur de bon nombre d’enzymes
impliquées dans le processus apoptotique comme les calpaines, la calcineurine, les
phosphatidyl scramblases, les phospholipases comme la phospholipase A2 cytosolique
(cPLA2a). Cette derniere est impliquée dans la mobilisation d’acides arachidoniques libres et
dans la régulation de I’homéostasie membranaire des phospholipides. Il a récemment été
démontré que la surexpression de cPLA2o permettait une protection contre 1’apoptose
calcium dépendante via la production d’acide arachidonique (Casas, Gijon et al. 2006). Il
serait intéressant d’étudier 1’activité de ces enzymes calcium-dépendantes impliquées dans le
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Figure 3.17 : Analyse de ’abondance de Bax par Western Blot dans différentes fractions
subcellulaires préparées par centrifugations différentielles a partir de cellules cybrides
sauvages (colonnes blanches) et mutées (colonnes noires) traitées ou non a la
staurosporine 500 nM pendant 6 heures.

a) Les cellules ont été incubées (STS) ou non (CTL) en présence de staurosporine 500
nM pendant 6 heures avant la préparation des fractions cytosoliques (S) et des fractions
enrichies en mitochondries (MLP). 20 pg de protéines ont été séparées par SDS-PAGE et
l'abondance de Bax, de TOM40 et de la tubuline o ont été révélées par immunoblotting.

b) Quantification des résultats obtenus a la figure 3.17.a pour la protéine Bax. La
densité optique (DO) des bandes correspondant a Bax, TOM40 et la tubuline a a été intégrée
(IOD). Les IOD correspondant aux protéines Bax dans les fractions S ont été rapportées aux
IOD mesurées pour I’a-tubuline dans le graphe de gauche et les IODs correspondant aux
protéines Bax dans les fractions MLP rapportées aux I0Ds mesurées pour TOM40 dans le
graphe de droite.
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processus apoptotique afin de déterminer la ou lesquelles participent a I’hypersensibilité des
cellules cybrides mutées aux processus pro-apoptotiques.

3.3 Etude de la localisation des protéines faisant partie de la famille
Bcl-2 et de la délocalisation du cytochrome c en réponse a la
staurosporine 500nM

Afin d’étudier la sensibilité accrue des cellules cybrides mutées face a 1’apoptose, nous
avons analysé la localisation et I’abondance de plusieurs protéines pro- et anti-apoptotiques
dans des cellules cybrides sauvages et mutées par Western Blot. Les protéines analysées sont
les suivantes : Bax, Bcl-XL, MCI-1 et Bak.

Des fractions cytosoliques (S) et des fractions enrichies en mitochondries (MLP) ont
¢été obtenues par centrifugations différentielles a partir de cellules préalablement stimulées ou
non a la staurosporine 500 nM pendant 6 heures.

3.3.1 Analyse de I’abondance et de la localisation de la protéine pro-

apoptotique Bax dans les cellules cybrides sauvages et mutées en réponse a
la staurosporine

La figure 3.17 présente la détection par Western Blot ainsi que la quantification de
I’abondance relative de la protéine Bax dans les cellules cybrides sauvages et mutées traitées
ou non a la staurosporine 500 nM durant 6 heures. La tubuline o, protéine cytosolique, et
TOMA40, protéine présente en MME permettent de contrdler la pureté des fractions S et MLP
respectivement, ainsi que de contrdler la charge. La quantification des résultats (Figure
3.17.b) est obtenue en intégrant la densité optique (IOD) des différentes bandes d'inérét.
L'TOD de Bax dans les fractions cytosoliques (S) est rapportée a I'lOD de la tubuline o
(Figure 3.17.b, graphe de gauche) tandis que 1'10D de Bax dans les fractions enrichies en
mitochondries (MLP) est rapportée a I'lOD de TOM 40 (Figure 3.17.b, graphe de droite).
La protéine Bax est détectée dans I’ensemble des pistes. Dans les fractions cytosoliques,
I’abondance de Bax dans les cellules cybrides sauvages est comparable dans les deux
conditions, contrdle et staurosporine. Au contraire, pour les cellules cybrides mutées, nous
constatons une diminution de 1’abondance quand les cellules sont traitées a la staurosporine.
Dans les fractions MLP, I’abondance de Bax augmente dans les deux lignées en réponse a la
staurosporine, mais le niveau est plus élevé dans les cellules cybrides mutées.

Bax est une protéine se localisant principalement dans le cytosol, bien que plusieurs
groupes aient également observé une localisation mitochondriale constitutive dans des
cellules saines. La forme mitochondriale de Bax dans les cellules non apoptotiques est un
monomere de 21 kDa lachement associé a la MME (Er, Oliver et al. 2006). Les stimuli pro-
apoptotiques provoquent des modifications conformationnelles de Bax, entrainant sa
translocation vers la mitochondrie et son oligomérisation, ce qui explique que nous
I’observions dans les fractions MLP. L’augmentation de 1’abondance de Bax au niveau
mitochondrial en cas de stimulation a la staurosporine pourrait provoquer 1’ouverture du PTP
ou perméabiliser la membrane externe des mitochondries via la formation de pores

aspécifiques (voir point 1.4.5.1) (Antonsson 2004) et ce d’autant plus dans les cellules
cybrides mutées.
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Figure 3.18: Analyse de I’abondance de Mcl-1 par Western Blot dans différentes
fractions subcellulaires préparées par centrifugations différentielles a partir de cellules
cybrides sauvages et mutées traitées ou non a la staurosporine 500 nM pendant 6 heures.
Les cellules ont été¢ incubées (STS) ou non (CTL) en présence de staurosporine 500 nM
pendant 6 heures avant la préparation des fractions cytosoliques (S) et des fractions enrichies
en mitochondries (MLP). 20 ug de protéines ont été séparées par SDS-PAGE et 1'abondance
de Mcl-1, de TOM40 et de la tubuline o ont été révélées par immunoblotting.
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Figure 3.19 : Analyse de I’abondance de Bak par Western Blot dans différentes fractions
subcellulaires préparées par centrifugations différentielles a partir de cellules cybrides
sauvages et mutées traitées ou non a la staurosporine 500 nM pendant 6 heures.

a) Les cellules ont été incubées (STS) ou non (CTL) en présence de staurosporine 500
nM pendant 6 heures avant la préparation des fractions cytosoliques (S) et des fractions
enrichies en mitochondries (MLP). 10 ug de protéines ont été séparés par SDS-PAGE et
I'abondance de Bak, de TOM40 et de la tubuline a ont été révélées par immunoblotting.

b) Quantification des résultats obtenus a la figure 3.19.a pour la protéine Bak. La DO
des bandes correspondant & Bak, TOM40 et la tubuline o a été intégrée (IOD). Les 10Ds
correspondant aux protéines Bak dans les fractions MLP ont été rapportées aux IODs
mesurées pour TOM40.




3. Résultats & discussion

L’entrée en apoptose dépendant de I’équilibre entre protéines pro- et anti-apoptotiques,
I’étude de I’abondance protéique et de la localisation de Bcl-2, protéine inhibitrice de Bax,
pourrait apporter des informations intéressantes par rapport au modeéle apoptotique étudié.

3.3.3 Analyse de I’abondance et de la localisation de la protéine anti-

apoptotique Mcl-1 dans les cellules cybrides sauvages et mutées en réponse
a la staurosporine

La figure 3.18 présente la détection par Western Blot de la protéine Mcl-1. En
condition contrdle, la protéine est présente dans les deux lignées et dans les deux fractions
(cytosolique et enrichie en mitochondries) avec une abondance nettement plus forte dans les
fractions enrichies en mitochondries, ce qui est en accord avec son action au niveau de la
MME. Dans les fractions cytosoliques, la protéine est plus présente dans les cellules cybrides
sauvages que dans les cellules cybrides mutées. Dans les fractions enrichies en
mitochondries, les bandes correspondant & Mcl-1 sont saturées dans les conditions contréle,
ce qui est signe d’une abondance plus importante qu’au niveau cytosolique. Quelle que soit la
fraction considérée, le traitement a la staurosporine engendre une diminution de 1’abondance
de Mcl-1 a un point tel que la protéine n’est plus détectée.

Mcl-1 est une protéine anti-apoptotique de la famille de Bcl-2 agissant essentiellement
au niveau de la MME en inhibant Bax notamment. En cas de stimulus apoptotique, la
protéine Mcl-1 est rapidement dégradée (Gojo, Zhang et al. 2002), ce qui est en accord avec
ce qui est observé dans notre cas. Mcl-1 peut étre dégradée de fagon caspase-dépendante et
engendrer un fragment pro-apoptotique (Michels, Johnson et al. 2005), ou étre rapidement
dégradée par le protéasome apres avoir €té ubiquitinée par LASU1, du moins in vitro (Warr,
Acoca et al. 2005).

Le fait que la protéine ne soit plus détectable en cas de traitement a la staurosporine
confirme la dégradation de Mcl-1.

Si au niveau des fractions MLP il est difficile d’en juger, il semble que dans la fraction
S, Mcl-1 soit plus abondante dans les cellules cybrides sauvages au niveau basal. Ceci

pourrait donc expliquer en partie que ces cellules sont mieux protégées contre 1’apoptose
induite par la staurosporine.

3.3.4 Analyse de I’abondance et de la localisation de la protéine pro-

apoptotique Bak dans les cellules cybrides sauvages et mutées en réponse a
la staurosporine

La figure 3.19 présente la détection par Western Blot de la protéine Bak et la
quantification réalisée a partir de ce Western Blot se trouve a la figure 3.19.b. La protéine
n’est pas détectable dans les fractions cytosoliques mais bien dans les fractions MLP.
L’abondance de Bak est non seulement moins importante dans les cellules cybrides sauvages,
mais elle ne varie pas en cas de traitement & la staurosporine, au contraire des cellules
cybrides mutées qui présentent une forte augmentation de 1’abondance en cas de stimulation a
la staurosporine (Figure 3.19.b). Ceci laisse penser que la protéine est néosynthétisée en
réponse a la staurosporine ou qu’elle migre du noyau vers la mitochondrie. Une localisation
nucléaire de BAK n’a jamais été décrite. Cependant, effectuer un Western Blot avec des
fractions nucléaires permettrait de vérifier cette hypotheése.
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Figure 3.20 : Analyse de I’abondance de Bcl-XL par Western Blot dans différentes
fractions subcellulaires préparées par centrifugations différentielles a partir de cellules
cybrides sauvages (colonnes blanches) et mutées (colonnes noires) traitées ou non a la
staurosporine 500 nM pendant 6 heures.

a) Les cellules ont été incubées (STS) ou non (CTL) en présence de staurosporine 500
nM pendant 6 heures avant la préparation des fractions cytosoliques (S) et des fractions
enrichies en mitochondries (MLP). 20 ug de protéines ont été séparées par SDS-PAGE et
l'abondance de Bcl-XL, de TOM40 et de la tubuline o ont été révélées par immunoblotting.

b) Quantification des résultats obtenus a la figure 3.20.a pour la protéine Bel-XL. La
DO des bandes correspondant a Bel-XL, TOM40 et la tubuline a a été intégrée (IOD). Les
IODs correspondant aux protéines Bcl-XL dans les fractions S ont été rapportées aux 10D
mesurées pour 1’a-tubuline dans le graphe de gauche et les IODs correspondant aux protéines

Bcl-XL dans les fractions MLP rapportées aux I0Ds mesurées pour TOM40 dans le graphe
de droite. .




3. Résultats & discussion

De par la littérature, nous savons que Bak est séquestré en conditions basales par Bcl-
XL. L’activit¢ de ce dernier est elle-méme inhibée par Bad activé en conditions pro-
apoptotiques. De¢s lors, en cas de stimulus pro-apoptotique, Bak est libéré de sa protéine
inhibitrice (Adams and Cory 2007). En MME, lorsqu’il est libre, Bak peut faciliter la
perméabilisation de cette membrane, en interagissant par exemple avec Bax et en formant des
pore aspécifiques. Ceci permet la libération du cytochrome c, mais également d’autres
protéines telles que AIF, les procaspases,... et in fine au déclenchement du processus
apoptotique.

3.3.2 Analyse de I’abondance et de la localisation de la protéine anti-

apoptotique Bcl-XL dans les cellules cybrides sauvages et mutées en
réponse a la staurosporine

La figure 3.20 présente la détection par Western Blot de la protéine Bel-XL et la
quantification de 1’abondance relative réalisée a partir de celui-ci. La protéine Bcl-XL est
détectée dans I’ensemble des fractions. Dans les fractions cytosoliques, elle est peu présente
au niveau basal. Cependant, son abondance est plus importante dans les cellules cybrides
sauvages que dans les cellules cybrides mutées. Quand les cellules cybrides sont traitées a la
staurosporine, 1’abondance de Bcl-XL dans les fractions cytosoliques augmente légérement
pour les cellules cybrides sauvages et diminue pour les cellules cybrides mutées. Dans les
fractions enrichies MLP, Bcl-XL est plus abondante que dans les fractions cytosoliques. De
plus, en cas de stimulation a la staurosporine, I’abondance de Bcl-XL diminue dans les
fractions enrichies en mitochondries des deux lignées cellulaires mais ’effet est plus
marquant pour les cellules cybrides mutées.

Bcel-XL est une protéine anti-apoptotique de la famille des Bcl-2 empéchant la
perméabilisation de la MME en inhibant des facteurs pro-apoptotiques tels que Bak en le
séquestrant dans la mitochondrie. En conditions basales, il est possible de retrouver cette
protéine dans les fractions cytosoliques.

Comme montré par ce Western Blot, 1’abondance de Bcl-XL, protéine anti-
apoptotique, diminue en réponse a la staurosporine dans les fractions MLP (et cytosoliques
pour les cellules cybrides mutées) des deux lignées cellulaires. Cette observation suggere que
la protéine est dégradée et ce de maniere plus importante dans les cellules cybrides mutées,
qui sont donc moins biens protégées d’une perméabilisation de la membrane mitochondriale
externe. La dégradation de Bcl-XL peut étre due a I’action de caspases, notamment la caspase
3 (Fujita, Nagahashi et al. 1998). Celle-ci clive Bcl-XL en une forme pro-apoptotique.

3.3.5 Conclusions

L’abondance relative plus importante des protéines Bak et Bax dans les cellules
cybrides mutées facilite trés probablement davantage la perméabilisation de la MME dans ces
cellules. Rappelons d’ailleurs que cette perméabilisation dépend d’un équilibre entre
protéines pro- et anti-apoptotiques, et que, comme le montrent les figures 3.18 et 3.20, les
abondances de Mcl-1 et Bcl-XL diminuent en réponse a la staurosporine, et plus
particulieérement dans les cellules cybrides mutées dans le cas de Bel-XL (Figure 3.20). Les
protéines pro-apoptotiques semblent donc prendre le dessus au niveau de la mitochondrie, et
ce de maniere plus marquée dans les cellules cybrides mutées, ce qui est en accord avec le
modele d’hypersensibilité.
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Figure 3.21 : Analyse de ’abondance du cytochrome ¢ par Western Blot dans différentes
fractions subcellulaires préparées par centrifugations différentielles a partir de cellules
cybrides sauvages et mutées traitées ou non a la staurosporine 500 nM pendant 6 heures.

a) Les cellules ont été incubées (STS) ou non (CTL) en présence de staurosporine 500
nM pendant 6 heures avant la préparation des fractions cytosoliques (S) et des fractions
enrichies en mitochondries (MLP). 10 pg de protéines ont été séparés par SDS-PAGE et
l'abondance du cytochrome c et de la tubuline o ont été révélées par immunoblotting.

b) Quantification des résultats obtenus a la figure 3.21.a pour le cytochrome ¢. La DO
des bandes correspondant au cytochrome c et la tubuline o a été intégrée (IOD). Les résultats
sont exprimés sous forme de rapport entre les IODs mesurées pour le cytochrome c¢ dans les
fractions S et les IODs pour la tubuline 0. Les bandes correspondant au cytochrome ¢ dans
les fractions MLP n’ont pas été analysées car ces derniéres sont saturées.




3. Résultats & discussion

Afin de vérifier la perméabilisation de la MME, une analyse de la localisation du
cytochrome c a été effectuée par Western Blot et est présentée au point suivant.

3.3.6 Analyse de I’abondance et de la localisation du cytochrome ¢ dans les
cellules cybrides sauvages et mutées en réponse a la staurosporine

La figure 3.21 présente la détection par Western Blot du cytochrome c et la
quantification réalisée sur les fractions S (Figure 3.21.b). La protéine est détectée dans toutes
les fractions et dans les deux lignées. Cependant, celle-ci est trés abondante dans les fractions
MLP au contraire des fractions S. De plus, une faible augmentation d’abondance de la
protéine dans les fractions S des deux lignées peut étre observée en réponse a la staurosporine.
Cependant, aucune variation importante n’est observée entre les deux lignées, ce qui pourrait
étre di & un défaut de transfert (la bande correspondant au cytochrome ¢ n’est pas détectable
sur toute la largeur de la piste).

Comme ¢énoncé précédemment, la libération du cytochrome c de 1’espace
intermembranaire mitochondrial suite a divers stimuli apoptotiques déclenche 1’association du
cytochrome c a la pro-caspase 9 et au facteur Apaf-1, activant ainsi la cascade des caspases
effectrices (Reed 2000). La stimulation des cellules a la staurosporine pourrait provoquer une
libération du cytochrome ¢ dans le cytosol puisque cet alkaloide est réputé pour déclencher
I’apoptose (Liu, Lee et al. 2004). Le Western Blot présenté & la figure 3.21 montre une
délocalisation du cytochrome c¢. Néanmoins, cette délocalisation reste tres légére et ne semble
pas étre plus importante dans les cellules cybrides mutées. La qualité du Western Blot doit
néanmoins étre améliorée, et I’expérience recommencée afin de pouvoir conclure. De plus, il
est possible que la cinétique du processus apoptotique ne soit pas idéale, le processus
apoptotique n’étant pas encore suffisamment avancé apres 6 heures d’incubation en présence
de staurosporine. Il faudrait donc utiliser un temps de stimulation plus élevé afin de pouvoir

observer une variation éventuelle de la libération du cytochrome ¢ dans les deux lignées
cellulaires.
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4. Conclusions et perspectives

Les maladies mitochondriales sont caractérisées par un défaut dans la chaine de
phosphorylations oxydatives, et constituent une cause importante de maladies héréditaires
chez 'homme (1 cas sur 5000) (Dimauro and Davidzon 2005). Elles sont provoquées par des
altérations génétiques, mutations ponctuelles, délétions ou réarrangements du génome
nucléaire ou du génome mitochondrial. En effet 95 a 99 % des protéines localisées dans la
mitochondrie sont codées par le génome nucléaire, alors que 13 polypeptides de la chaine
respiratoire sont codés par le génome mitochondrial. Les altérations du génome
mitochondrial peuvent affecter les génes codant pour I’une de ces 13 sous-unités protéiques,
ou les genes codant pour les ARNt, perturbant de ce fait la synthése protéique mitochondriale
dans son ensemble. Ces mutations affectent particulierement les cellules fortement
consommatrices d'énergie comme les cellules musculaires et les cellules neuronales, se
traduisant notamment par des myopathies et des troubles du systéme nerveux (épilepsies,
ataxies, ...). Au niveau musculaire, I'évolution de ces maladies se traduit par une perte
progressive de la masse musculaire sans indication d'inflammation, de nécrose ou d’atrophie
cellulaire, suggérant qu’un processus apoptotique pourrait étre responsable de la perte du tissu
musculaire (Aure, Fayet et al. 2006).

C’est dans ce contexte pathologique que se situe notre étude sur 1’apoptose dans le
cadre d’un dysfonctionnement mitochondrial, et la recherche des mécanismes sous-jacents.
La mutation sur laquelle nous avons porté notre intérét est la mutation A8344G responsable
du syndrome MERRF (Myoclonic Epilepsy and Ragged-Red Fibers). Celle-ci est une
transition A>G dans I'ADN mitochondrial codant pour I'ARNt"®, Cette mutation empéche
la modification post-traductionnelle de I'ARNt*, ce dernier ne pouvant dés lors plus
effectuer correctement la traduction des ARNm mitochondriaux. Cette pathologie se
caractérise par des cellules présentant une synthése protéique mitochondriale déficiente,
altérant de ce fait le fonctionnement de la chaine respiratoire, la synthése mitochondriale
d'ATP et le potentiel de membrane mitochondrial.

Des études réalisées in vivo sur des biopsies musculaires de patients portant la
mutation MERRF ont permis d'observer I’augmentation de plusieurs marqueurs pro-
apoptotiques tels que la fragmentation caractéristique de I'ADN (TUNEL), la détection de la
caspase 3 active,... (Mirabella, Di Giovanni et al. 2000). In vitro, dans des cellules cybrides
143B rhoO repeuplées avec des mitochondries portant la mutation A8344G et traitées a la
staurosporine ou aux UV, l'augmentation de ces mémes marqueurs pro-apoptotiques est
également observable (Liu, Lee et al. 2004) (résultats de G. Rommelaere, thése de doctorat en
cours).

Afin de rechercher les mécanismes moléculaires impliqués dans 1'hypersensibilité des
cellules portant la mutation MERRF, nous utilisons au laboratoire des modeles de cellules
cybrides mises en présence de staurosporine. La staurosporine est un alkaloide naturel
largement reconnu comme agent pro-apoptotique et capable de provoquer 1’augmentation de
la concentration en ROS, de la concentration calcique intracellulaire et I’inhibition de
nombreuses protéines kinases. Les cellules cybrides dites "mutées" sont des cellules 143B
dépourvues d’ADNmt (thoO) et repeuplées avec des mitochondries de patients portant la
mutation MERRF a l'état homoplasmique. Leur comportement est systématiquement
comparé a la référence que constituent les cellules cybrides dites "sauvages" (cellules 143B
rho0 repeuplées avec des mitochondries provenant d’individus sains).

Des résultats préalables suggérant que les protéines anti-apoptiques IAPs pourraient
étre différentiellement exprimées entres les deux lignées cellulaires nous ont conduit a étudier
I’expression des genes Birc2 et Birc3 et leur controle transcriptionnel par le facteur NFkB en
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Figure 4.1 : Schéma récapitulatif des observations relatives a I’expression de Birc3 faite
a divers niveaux niveaux dans des cellules cybrides sauvages et mutées au niveau basal

et en cas de stimulation a la staurosporine :
a. Activité de liaison de NFxB a sa séquence cis
b. Activité transactivatrice de NFkB étudiée par le systéme rapporteur Luciférase/f-

Galactosidase
c. Expression relative des transcrits de Birc3

d. Abondance relative de la protéine cIAP2
Les fleches vertes correspondent & une augmentation tandis que les fléches rouges

correspondent a une diminution en cas de stimulation des cellules a la staurosporine 500 nM.
L'épaisseur de la fleche indique l'intensité de la modification de chaque niveau étudié.




4. Conclusions & perspectives

cas de stimulation a la staurosporine 500 nM. Nous avons également étudi€ la variation de la
concentration calcique intracellulaire des cellules cybrides mutées au niveau basal et en cas de
stimulation a la staurosporine 500 nM. En effet, des modification de la concentration calcique
sont fréquentes dans des cas de dysfonctionnements mitochondriaux, soit au niveau basal
(Biswas, Adebanjo et al. 1999) (Arnould, Vankoningsloo et al. 2002), soit suite a un stimulus
(Brini, Pinton et al. 1999) (Sherer, Trimmer et al. 2000). Enfin, l'apoptose dépendant de
I'équilibre entre protéines pro- et anti- apoptotiques, nous avons étudié¢ et I'abondance et la
délocalisation de protéines de la famille Bcl-2 en réponse a la staurosporine S00 nM.

Dans un premier temps, notre étude s’est tournée vers 1’expression différentielle des
génes Birc2 et Birc3. Les résultats obtenus pour Birc2 demandant plus de précision, les
manipulations doivent étre a nouveau réalisées. L’analyse, & différents niveaux, de
I’expression de Birc3 (Figure 4.1), a révélé que la capacité de liaison de NFkB (a.) est plus
élevée dans les cellules cybrides sauvages que dans les mutées et que la liaison augmente
quand les deux lignées cellulaires sont stimulées a la staurosporine. Ensuite, au niveau de son
activité, mesurée grace a un geéne rapporteur (b.) celle-ci est plus élevée dans les cellules
cybrides sauvages au niveau basal que dans les cellules cybrides mutées. La RT-PCR en
temps réel a permis de montrer que les niveaux de transcrits (¢.) au niveau basal étaient assez
semblables dans les deux lignées cellulaires et qu’il y avait augmentation du niveau des
transcrits en cas de stimulation a la staurosporine avec une prépondérance pour les cellules
cybrides sauvages. Cependant, ces résultats demandent a étre confirmés. Enfin, au niveau
protéique, I’abondance de cIAP2 (d.) est plus importante dans les cellules cybrides sauvages
au niveau basal que dans les cellules cybrides mutées et augmente en cas de stimulation a la
staurosporine dans les cellules cybrides mutées. Le fait que I’abondance de cIAP2 augmente
dans les cellules cybrides sauvages laisse penser que, soit le processus apoptotique n’est pas
encore suffisamment avancé aprés 6 heures d’incubation en présence de staurosporine, soit la
traduction de I’ARNm codant pour cIAP2 est particuliere et échappe a une baisse du niveau
traductionnel. En effet, des séquences IRES sont présentes dans la séquence 5’-UTR de I’
ARNm de cIAP1, favorisant ainsi la facilité et la rapidité de la traduction par les ribosomes et
ce, méme en cas de répression traductionnelle (Van Eden, Byrd et al. 2004). Nous ne
pouvons pas affirmer & [’heure actuelle si ce mécanisme existe pour cIAP2. Par ailleurs, le
FGF2 dans les cellules SCLCC est connu pour réguler positivement le contrdle traductionnel
des IAPs, permettant ainsi a ces IAPs d’étre traduits méme en cas de diminution protéique.
Ceci doit cependant étre démontré dans notre modele cellulaire (Pardo, Lesay et al. 2003).

D’autre part, nous avons montré que I’expression de Birc3 est au moins en partie
contr6lée par I’activation du facteur NFxB. Toutefois, on ne peut pas exclure la participation
d’autres facteurs de transcription, d’autant que I’inhibiteur de NF-kB que nous avons utilisé,
le Bay 11-7082, n’inhibe pas totalement la transcription de ce géne. Afin de déterminer si
I’augmentation de transcription du géne Birc3 repose uniquement sur le facteur NF-kB, nous
pourrions utiliser d’autres inhibiteurs plus efficaces, comme la transfection transitoire de
plasmides contenant un « SuperRepresseur IkBa » (Wang, Mayo et al. 1996). Ce plasmide
code pour le géne de IxBa, mais celui-ci est muté a son site de phosphorylation, empéchant
I’activation de NfkB dépendante des IKKs. Cette technique devrait bien entendu étre validée
dans notre modéle cellulaire. Si elle nous permet de conclure que d’autres facteurs que le
facteur NFxB peuvent jouer un role dans la transcription de Birc3 induite par la staurosporine,
le promoteur du géne Birc3 pourrait étre étudié afin de rechercher des séquences consensus
propres a d’autres facteurs de transcription.

Cependant, la staurosporine utilisée au cours de nos manipulations est réputée elle
aussi pour avoir un effet inhibiteur sur les IKKs par inhibition compétitive avec I’ATP (Peet
and Li 1999). Au vu des résultats des tests de liaison de NFkB a I’ADN en cas de stimulation
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a la staurosporine, nous pourrions penser que la phosphorylation des IkBs peut se faire d’une
autre fagon, sur un autre site cible de phosphorylation de ces derniéres. Par ailleurs, il a
également été démontré que NFkB pouvait étre induit par 1'H,0, (Gloire, Legrand-Poels et al.
2006).

Dans un deuxiéme temps, nous nous sommes intéressés a la concentration calcique
intracellulaire des cellules cybrides mutées au niveau basal et en cas de stimulation a la
staurosporine 500 nM.. Nous posons I’hypothése que I"hypersensibilité des cellules cybrides
mutées pourrait étre due, au moins en partie, & une concentration calcique intracellulaire
basale plus élevée, qui favoriserait le déclenchement des cascades apoptotiques. Cette étude
s'est basée sur des mesures de fluorescence émise par la sonde Fluo-3, d’abord a I’aide d’un
spectrofluorimétre dans un format de plaques multi-puits, puis par cytométrie de flux. Les
différentes mises au point nous ont finalement conduit & utiliser conjointement deux sondes
fluorescentes calciques, Fluo-3 et Fura-Red dont les spectres d’émission sont différents tout
en étant excitées par les mémes longueur d’onde. La lecture simultanée des émissions de ces
deux sondes revient a utiliser le principe des sondes ratiométriques, pour lesquelles le rapport
des fluorescences est indépendant du niveau d’incorporation de la sonde dans les cellules
(Novak et Rabinovitch 1994). Cet élément est effectivement capital dans notre problématique
qui consiste a comparer le comportement de deux lignées cellulaires différentes. Aprés avoir
mis au point et démontré la fonctionnalité du dosage a 1’aide d’un ionophore calcique,
I’ionomycine, nous avons effectué des mesures pour des cellules contrdle, des cellules traitées
a l'ionomycine 1uM et des cellules traitées a la staurosporine 500 uM. Les rapports réalisés
entre les intensités de fluorescence de Fluo-3 et de FuraRed nous ont permis de montrer que la
concentration calcique est plus importante, de 60 % environ au niveau basal dans les cellules
cybrides mutées que dans les cellules cybrides sauvages. De plus, un traitement a la
staurosporine 500 nM pendant 1 heure augmente la concentration calcique intracellulaire des
deux lignées cellulaires, mais de fagon nettement plus importante pour les cellules cybrides
mutées. De plus, la cinétique réalisée parallelement avec 1'ionomycine indique que les
cellules répondent instantanément a cette derniére, la réponse des cellules cybrides mutées
étant elle aussi plus rapide dans ce cas-ci. Il serait dés lors intéressant de prolonger cette
cinétique a I’ionomycine afin de déterminer 1’abondance calcique maximale atteinte dans les
cellules cybrides sauvages. Un niveau élevé de calcium peut jouer un rdle important dans le
déclenchement et le déroulement du processus apoptotique puisque le calcium active bon
nombre d'enzymes impliquées dans le processus apoptotique comme la calcineurine, les
calpaines, les phosphatidyl scramblases,...

Afin d’étudier plus en profondeur I’implication de la concentration calcique
intracellulaire élevée dans I’hypersensibilité des cellules cybrides mutées face a 1’apoptose,
nous pourrions tout d’abord utiliser un chélateur calcique comme le BAPTA-AM afin de voir
si en bloquant cette élévation calcique 1’apoptose est ralentie. Des dosages calciques a 1’aide
de Fluo-3/FuraRed devraient d’abord étre réalisés afin de vérifier I’efficacité du chélateur.
Ensuite, plusieurs enzymes apoptotiques calcium-dépendantes devraient étre étudiées afin de
documenter l'implication de la concentration calcique intracellulaire dans le processus
apoptotique dans les cellules cybrides mutées MERRF. La calpaine serait un bon candidat
comme 1’ont déja montré des résultats obtenus parallélement a ce travail : la fragmentation de
I’ ADN induite par la staurosporine est réduite dans les cellules mutées en présence d’ALLN,
inhibiteur de calpaine et de cathepsine B. Le dosage de son activité peut se faire grace a
I’utilisation d’un substrat fluorescent. De par la littérature, nous savons que certains stimuli
apoptotiques meénent a la libération du calcium a partir du réticulum endoplasmique. Ce
calcium alors présent dans le cytosol peut étre accumulé dans la mitochondrie, menant ainsi a
une surcharge calcique, induisant le gonflement de la membrane mitochondriale, 1'ouverture
du PTP et aboutissant finalement & la libération de protéines pro-apoptotiques de l'espace
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Figure 4.2 : Balances des facteurs pro- et anti- apoptotiques conditionnant la libération
de facteurs mitochondriaux apoptogénes comme le cytochrome ¢ dans les cellules
cybrides sauvages et les cellules cybrides mutées. La perméabilit¢ membranaire augmente
lorsque 1'abondance des protéines pro-apoptotiques augmente et surpasse la capacité de
séquestration par les protéines anti-apoptotiques. Dans les cellules cybrides mutées, Bax et
Bak sont plus abondantes que Bcl-XL et Mcl-1, ce qui pourrait expliquer 1'hypersensibilité
face a I'apoptose des cellules cybrides mutées.
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intermembranaire. Afin de prolonger ce travail, il serait intéressant d'étudier la composante
cytosolique et la composante mitochondriale de la concentration calcique. En effet, celles-ci
pourraient varier suivant que les cellules portent la mutation ou non. Un systéme rapporteur
utilisant la transfection de plasmides codant pour l'acqorine ciblée ou non vers la
mitochondrie, 1'incubation ultérieure des cellules en présence de coelentérazine et la lecture de
la bioluminescence permettrait d'étudier cette variation.

Enfin, 1'équilibre entre protéines pro- et anti-apoptotiques étant un élément décisif
pour le déclenchement de l'apoptose, nous avons tenté de détecter l'abondance et la
localisation de plusieurs de ces protéines afin de déterminer si, dans les cellules cybrides
mutées, la balance penche en faveur des protéines pro-apototiques. L'abondance et la
localisation ont été observées par Western Blot dans les fractions cytosoliques et enrichies en
mitochondries dans des cellules cybrides sauvages et mutées traitées ou non a la staurosporine
500 nM pendant 6 heures. Les protéines anti-apoptotiques Mcl-1, et Bcl-XL ont été étudiées,
ainsi que les protéines pro-apoptotiques Bax et Bak. Les résultats obtenus ont permis de
montrer que la protéine Bcl-XL est située majoritairement dans la fraction MLP et que son
abondance diminue en réponse a la staurosporine et ce de maniére plus marquée dans les
cellules cybrides mutées. Bcl-XL étant une protéine anti-apoptotique de la famille de Bel-2
inhibant Bak au niveau mitochondrial, la dégradation de Bcl-XL permet & ce dernier d’avoir
une action pro-apoptotique optimale. Concernant la protéine Mcl-1, nous avons pu constater
que celle-ci était présente dans les fractions mitochondriales et cytosoliques uniquement au
niveau basal, et non en cas de stimulation a la staurosporine, suggérant ainsi une dégradation
rapide de la protéine, qui pourrait étre réalisée par le protéasome ou par les caspases. De plus,
le clivage de Bcl-XL produit un fragment pro-apoptotique, provoquant ainsi un feed-back
positif en faveur des mécanismes apoptotiques. Le niveau plus élevé de Mcl-1 dans le cytosol
des cellules cybrides sauvages que dans les cellules cybrides mutées suggére que les cellules
cybrides sauvages sont moins sensibles 4 un stimulus pro-apoptotique. Le Western Blot
réalisé¢ sur la protéine Bak indique que son abondance est plus élevée dans les cellules
cybrides mutées que dans les cellules cybrides sauvages. De plus, en cas de stimulation a la
staurosporine, 1'abondance de Bak a tendance & augmenter dans les cellules cybrides mutées.
Cette augmentation rapide suggere soit une néosynthése rapide de Bak, soit que la protéine se
trouve a 1’état basal dans le noyau. Cependant, une localisation nucléaire n’a encore jamais
été décrite. Enfin, I’abondance de Bax indique que cette protéine est plus présente dans la
fraction MLP des cellules cybrides mutées en cas de stimulation & la staurosporine.
L’augmentation d’abondance de ces deux protéines pro-apoptotiques au niveau de la
mitochondrie est connue pour déclencher I’ouverture du PTP et par conséquent la libération
de facteurs pro-apoptotiques dans le cytosol. En résumé, I’abondance relative de facteurs pro-
et anti- apoptotiques de la famille Bcl-2 conditionnant la libération ou la séquestration des
facteurs pro-apoptotiques de I’espace intermembranaire mitochondrial, nous avons pu
constater que, dans les cellules cybrides mutées, cette « balance » penchait en faveur de la
perméabilisation de la MME et de I’ouverture du PTP (Figure 4.2). Cependant, 1'état de cette
balance pourrait varier en fonction du dysfonctionnement mitochondrial considéré. En effet
contrairement a I'abondance plus élevée de Bax dans notre type cellulaire, il a été¢ démontré
que, dans des cellules de patients atteints de la pathologie MELAS, la protéine pro-
apoptotique Bax était inhibée par 'humanine (Kariya, Hirano et al. 2005). Afin de savoir si,
en plus d'étre dégradées, 1'expression des protéines anti-apoptotiques serait revue a la baisse
dans les cellules cybrides mutées, nous pourrions étudier 1'abondance relative de leur transcrit.

Ce travail a permis de compléter les études en cours concernant I’hypersensibilité des

cellules cybrides mutées MERRF au processus apoptotique déclenché par la staurosporine, en
montrant que cette mutation ponctuelle entraine une plus forte abondance calcique basale et
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induite par la staurosporine, que 1’équilibre entre protéines de la famille Bcl-2 penche en
faveur des protéines pro-apoptotiques dans les cellules mutées, et que 1I’expression, du moins
de Birc3, est revue a la baisse dans ces mémes cellules par rapport aux cellules cybrides
sauvages.
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