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ABREVIATIONS

Ci-dessous sont décrits les termes généraux d’'usageque les abréviations présentes
sur les figures. Les autres ont été définis datexie ou directement en bas de page afin

de faciliter la lecture du document.

Abl Ableson leukemia oncogene cellular homolog
ADN Acide DesoxyriboNucléique
Akt AKTS8 virus oncogene cellular homolog
ARNmM Acide ribonucléique messager
Bid BH3-only death agonist protein
CaMK Calcium/Calmodulin-dependent Kinase
cAMP Cyclic Adenosine MonoPhosphate
Cdc Cell Division Control protein
Chk CHeckpoint Kinase
c-1AP Cellular-Inhibitor of Apoptosis Protein
c-myc Avian MYeloCytomatosis virus oncogene cellat homolog
CREB CcAMP Response Element-Binding protein
E2F Transcription factor E2F
eEF eukaryotic Elongation Factor
Erk Extracellular signal-Regulated Kinase
Fas TNF superfamily receptor 6
HDAC Histone DesACetylase
HSP Heat Shock Protein
IKK | kB Kinase
IxB Inhibitor of NF xB
JINK Janus N-terminal Kinase
MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase
MEK MAPK/Erk Kinase
NFkB Nuclear transcription factor kB
P Phosphate
PKC Protein Kinase C
PLC PhospholLipase C
PP2A Phospho-protein Phosphatase 2A
SAPK Stress-Activated Protein Kinase
Src Rous Sarcoma oncogene Cellular homolog
Ub Ubiquitine
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Le cancer, est devenu la premiére cause de nté@red Franck devant les
maladies cardiovasculaires, les accidents et ld®fogies neurodégénératives. L'étude
et la compréhension des mécanismes moléculairesays-tendent I'apparition et le
développement des tumeurs restent, par conséquedgmaine de recherche privilégié.
Les causes majeures d’apparition des cancers sset dien déterminées (tabac, alcool,
alimentation...). Toutefois, les processus celluiengendrant la prolifération et la
résistance des cellules cancéreuses, demeuremeantaxe de recherche majeur afin de
détecter de potentielles nouvelles cibles théragees. Les résultats des études
mécanistiques menées sur ces processus, démoninérdrogénéité des acteurs
moléculaires et des voies de transduction impligegsonction du type de cancer ou de
son stade de développement au moment du diagndééianmoins, ['étiologie de
I'établissement d’'un phénotype cellulaire tumorgpase sur la rupture d’'un équilibre
entre prolifération et mort(s) cellulaire(s). Catti@ture aboutit & une perte de contrdle de
I’'hnoméostasie cellulaire et induit I'apparition pathologies. En effet, lorsque I'indice de
prolifération devient supérieur au nombre de ceuiourantes, on parle prolifération
anarchique et donc de cancer, alors que dans leingasse, lorsque la mort est
prédominante, on peut observer des maladies ddgnératives (Alzheimer...). Ainsi, le
contréle de la mort cellulaire est un élément désdle maintien de ’homéostasie des

tissus et dans le développement de pathologies.

L’apoptose, est habituellement définie comme lecessus de mort cellulaire
indispensable par exemple, durant 'embryogenaseoars de la sélection des cellules
immunitaires auto-réactives ou encore pour I'étsgiment de la plasticité cérébrale dans
le processus de mémorisation. Cependant, c’est lhigrerte de son contrble ou son
inhibition, qui participe largement au développemiaitial des tumeurs. Le processus
apoptotique est régulé par de nombreuses protégoesent liées dans des voies de
signalisation intracellulaires finement réguléemudrdépendantes. En effet, I'intégration
du signal de stress, I'élaboration d'une répondlelage adaptée et enfin I'exécution du
programme de mort, sont autant de processus saurisontrole de nombreux acteurs
moléculaires. Parmi ceux-ci, la protéine p53, faidintenant partie des régulateurs

majeurs de ces processus.

! Selon une étude du Centre d’Epidémiologie surdasses Médicales de Décés. Données publiées dans le
Bulletin Epidémiologique Hebdomadaire (BEH) du &®tembre 2007.
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Cette derniére est codée par le gdmb3 et présente fréquemment dans les
cellules cancéreuses une stabilité et/ou une Bctagcrue ou se retrouve inactivée.
Initialement, p53 a été décrite pour étre impliquiaas le contrdle de l'intégrité de
'ADN, les mécanismes de réparation, la régulatd® la progression dans le cycle
cellulaire. Plus récemment, son réle dans linibiatet 'exécution de I'apoptose a été
établi. En effet, non seulement c’est un « intégmap du signal de stress, mais p53
remplit également un role d’'« effecteur » a pattéea, dans la signalisation de mort. Sa
régulation est principalement basée sur des matibics post-traductionnelles
(phosphorylations, ubiquitinylation, acétylations.a$surées par de nombreuses voies de
signalisations. Les mutations de p53, retrouvéas tlamajorité des tumeurs (plus de 60
%), provoquent l'inactivation des voies de contréted’initiation de la mort cellulaire.
De plus, les protéines p53 mutées acquierent conemnhde nouvelles fonctions leur
permettant d’interagir avec des facteurs de trgmsmns. Ceci a pour conséquence,
I'expression inadéquate de génes impliqués dam®mérdle du cycle cellulaire, ou la

transduction de signaux de survie, résultant erpuoldération excessive et incontrolée.

Dans le cas de tumeurs solides, les altératiométigiies et métaboliques acquises
peuvent étre amplifiées par le microenvironnementadtumeur. C’est le cas du stress
hypoxique. En effet, lorsqu'une masse tumoraleirdatien certain volume, les cellules
cancéreuses constituant la partie centrale de r@uu ne sont plus suffisamment
oxygénées et meurent. Toutefois certaines d’entes,edéveloppent un métabolisme
préférentiellement anaérobie, leur permettant deivge. Le manque d’oxygéne entraine
la stabilisation de la sous-unité&u facteur de réponse a I'’hypoxie HIF-1. Celuirciuit
I'expression de genes codant pour des transpordurglucose, des enzymes de la
glycolyse, des facteurs angiogéniques ou des factde croissance. Cela permet
I'adaptation de la cellule & son environnement kjguee et par conséquent sa survie. Le
profil d’expression génétique induit par I'hypoxiend les cellules plus agressives, plus

prolifératives et plus résistantes aux traitemeestshimiothérapie et de radiothérapie.

Dans le cas, d’'une tumeur solide frequemment obsechez le jeune enfant, le
neuroblastome, I'hypoxie provoque la dédifférenorat des cellules tumorales et
I'expression de facteurs de prolifération et desélisination. De facon générale, le degré

d’hypoxie d’une tumeur est directement corrélé anauvais pronostique clinique. C’est
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pourquoi, comprendre la signalisation de mort iteldes cellules au cours de I’hypoxie,

permettra potentiellement de caractériser de néesseibles thérapeutiques.

L'objectif de notre travail a été d’explorer legoanismes moléculaires liés a la
signalisation de mort dans des lignées de neurtolof@s humain. Le processus y a été
induit par un stress hypoxique suite a I'expositiorvitro des cellules, au chlorure de
cobalt (CoCJ), une molécule mimétigue de I'hypoxie. Le rble dB3 dans cette
signalisation apoptotique a également été étudinmment au travers de certains de ses

états de phosphorylation et de leur localisatioragellulaire.

Apres une introduction bibliographique, les réatsitobtenus seront décrits sous
forme d’articles. Le premier correspond a I'analgieda réponse de mort impliquant p53,
induite par traitement au Colllans deux lignées de neuroblastome humain. litsiag
la lignéeSHSY5Ypossédant un alléle sauvage du geiRB3 et de la ligné&SKNBE(2c)
(portant un allele TP53 muté, donnant naissance a une protéine p53
transcriptionnellement inactive). La signalisatiomléculaire de mort induite dans les
deux lignées a été caractérisée. Le deuxiéme er{mh préparation), présente les
conséquences moléculaires de l'inactivation de pd&x3I’ARN interférence (ARNI), sur

la signalisation de mort induite par le cobalt.

Enfin, dans la troisieme partie des résultats, nexposerons les données
préliminaires obtenues lors de linductiam vitro de la mort cellulaire par une autre
molécule mimétique de I'hypoxie : la desferoxamiD&O). Ces résultats semblent faire
apparaitre des différences dans la réponse egialsation de mort dans les lignées de

neuroblastome étudiées.
Pour conclure, nous présenterons les principalespeetives, ainsi que les

expérimentations potentielles a envisager, aficatactériser davantage I'implication de

p53 dans la réponse cellulaire a I'hypoxie.
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PARTIE | : Cancer, développement tumoral et p53

Cette partie sera consacrée dans un premier tent@sd@scription du concept de
cancer, puis seront détaillées les principales cténiatiques de la cellule cancéreuse
entrainant des changements majeurs de la physsotagiulaire. Ceux-ci provoquent a leur
tour, au niveau tissulaire, I'apparition d’'un miernvironnement particulier. Il s’agit par
exemple, d'une vascularisation accrue, d'une augmtien du volume de I'organe
correspondant ou encore d’une hypoxie. Cette dexraédnsi que les stratégies de survie de la
cellule cancéreuse, seront plus amplement déwmitkéas lgpartie Il . En effet, le travall
réalisé ayant porté sur I'étude du contrdle et’ebeétution de la mort cellulaire, dans des

lignées de cellules cancéreuses humaines en comdiéi stress hypoxique.

|. De la cellule saine a la cellule cancéreuse

A I'heure ou la notion de ‘vaccin anti-cancer’ sitss@le grands espoirs pour certains
types de cancers d'origines infectieuses (Harpeat,e2004), la majorité d’entre eux restent
toujours un probleme majeur de santé publique. lozgssus d’oncogenese nécessite de
nombreuses modifications dans la physiologie calle) processus appelé transformation,
correspondant a [l'acquisition de propriétés caretigues des cellules cancéreuses
(figure 1). Les événements a l'origine de linitiation du peesus de cancérogenése, ainsi
gue les mécanismes moléculaires de contréle dégredion, de dissémination, de résistance
des cellules cancéreuses aux drogues de chimiptbgrarestent toujours des axes de

recherches primordiaux pour une meilleure priselerge thérapeutique.

Cellule saine Cellule cancéreuse

Figure 1 : lllustrations des modifications morphol@iques et fonctionnelles lors de la transformation.

(Adapté du site d’informations www.targetedtheragp)
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|.1 Le processus de transformation : origines et no@nismes génétiques du

développement tumoral.

I.1.1 Les origines du processus de transformation

Il est maintenant établi que le passage de cellnlesaines normales en cellules
cancéreuses implique de nombreuses altérationgigées qui se succedent au cours d’un
processus appelé transformation. Ces changemesoliseré de I'exposition & des substances
cancérigenes d’origine chimiques, physiques ou g&des. Les molécules chimiques telles
que les agents alkylants, les métaux lourds, ldsdaarbures aromatiques polycycliques, les
nitrosamines sont responsables de nombreux domndaaly@BN. D’autres agents, tels que
les rayonnements UV, les rayonnements gamma etlé;tabac ou I'exposition a des
insecticides sont également responsables d’atsegjéteétiques ou épigénétiques (Hahn et al.,
1999). Frequemment, les sous-produits du métabelwetiulaire, comme les radicaux libres,
mais également certaines infections virales ouébigrines sont aussi reconnus comme des
éléments carcinogenes. Les modifications du ctntd® I'expression de genes ou de
I'activité des protéines correspondantes aboutisaela sélection progressive de cellules.
Elles acquierent des capacités particulieres difgmation, d’adaptation a I'environnement
et de survie. Ces lésions irréversibles de I'ADNntsen grande majorité somatiques et
spécifiquement présentes dans les cellules tunso(eleughton et al, 2007). Dans de rares
cas de syndrome de prédispositions héréditairescangers une mutation originelle ou
constitutionnelle, est présente dans la lignée mals Pour que la mutation soit « fixée »,
c'est-a-dire qu’elle se maintienne dans le génomeoars des divisions cellulaires, celle-ci
doit apporter un avantage de prolifération ou dgstaénce par rapport aux cellules saines.
C’est pourquoi, les génes stimulant la prolifénateellulaire ou codant pour des facteurs
anti-apoptotiques (proto-oncogéheet ceux inhibant la croissance ou induisant kartm
cellulaire (génes suppresseurs de tufewont fréquemment touchés par les événements
mutationnels.

Durant une phase dite,iditiation de contact avec le carcinogene, les cellules ayant
subit une mutation dans leur génome sont appeléahiles pré-néoplasiques et ne sont pas
encore transformées. En effet, elles peuvent, seegprimer le phénotype de la mutation

acquise, durant toute leur vie. Néanmoins, les msgees dgromotionde la carcinogenese

2 Génes impliquées dans des processus de survie prolifération, notion discutée plus bas dansqedrtie

® Génes impliqués dans des mécanismes de contragctiicellulaire et de la mort, discutés égalenseaprés
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dépendent du type de mutations (translocation, ifingtion, locus génétique de I'intégration
virale) apparu dans un géne et de la fonction ddyt de I'expression de celui-ci (contrble
du cycle cellulaire, de I'apoptose, facteurs trgpless...). Enfin, le passage de I'état d’'une
cellule «initiée » en cellule cancéreuse, marqualdbut de lgrogression étape de la
carcinogenese dans laquelle la croissance cedutkivient autonome (Rando T. A., 2007).
Ceci entraine I'apparition de nouvelles mutatiatites spontanées, qui s’expliquent par le
fait que, des cellules en prolifération, sont ptaposées que des cellules quiescentes, a des
erreurs de réplication de I'ADN. En outre, des rtiates acquises au stadeitiation,
touchant fréquemment des génes codant pour demeszaye réparation de I’ADN, induisent
une instabilité génétique encore plus grande. &ctivation » des altérations génétiques ainsi
que les avantages de prolifération et de surviegm@nt I'apparition et le développement de

tumeur.

1.1.2 Les génes cibles de ces modifications

Comme mentionné plus haut, au contact répété daumstance carcinogene, des
mécanismes génétiques particuliers bouleversematgere durable I'expression de genes.
Ces mécanismes peuvent étre des erreurs de capiggparées, se produisant au niveau de
bases modifiees lors de la réplication de I'ADN.ll€eci provoquent l'apparition de
mutations ponctuelles dans la séquence nucléoadiges processus d’amplification génique
(figure 2) ou de translocationfigure 3) sont aussi frequemment associés au processus de
transformation, provoquant une expression accrugetie ou I'augmentation de l'activité de
la protéine qu’il code.

Amplification génique

|

ﬂ—_ll-l- _IJ
i :A

Chromosome —

= } Portion d’ADN amplifiée

(& ¥ Eif I &

@ 8§ EIi§ ¥ |

Figure 2 : Amplification d’un ou plusieurs génes
(Document public NIH, adapté)
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Enfin, des méthylations de régions promotrices letgaes, ainsi que I'apport de
matériel exogéne d’origine virale peuvent égalen@&rdg a I'origine d’'une dérégulation du
contrble de I'expression génique.

Chromosome 9 Chromosome 22 Philadelphia Chromosome
1(9:22) (q34:q11)

—
5 a
e c-BCR SCR/ABL

Q34 \ Translocation
c-ABL =5 _ réciprogue

BCR/ABL (210 kDa)

- ¢c-BCR_ - c-ABL -
.| . EEESE | B B
oD Ser/Mhr DL SH) SH2 Tyr NLS DNA  aclin
kinaze kinase 8D BD
Protéine chimeérique

Figure 3: Activation d’'un proto-oncogéne
Schéma illustrant le mécanisme de translocatioipmégue aboutissant a une protéine chimérique
BCR/ABL dans le cas de la leucémie myéloide chnamidNLS : Signal de localisation nucléaire, DNA BD
Domaine de liaison a 'ADN, Actin BD : Domaine deison a I'actine.
(Adapté de James Griffin, 2005)

Les génes ciblégableau 1A et 1B)par ces altérations induites sont souvent (voire
toujours), fortement impliqués dans le contrble ldecroissance et de la prolifération
cellulaire (Land et al., 1983 ; Klein G., 1987). dlétablit un équilibre permanent entre
facteurs stimulateurs (protéines codées par ddas-prwogénes) et des facteurs inhibiteurs
ou de mort cellulaire (protéines codées par legegénppresseurs de tumeurs). Toute rupture
de cet équilibre peut conduire a la formation d’tumaeur.

1.1.2.1 Les proto-oncogenes

Les proto-oncogénes sont des génes qui participelat transformation maligne
lorsqu’ils sont mal ou plus du tout régulés. L'eagsion accrue du géne ou 'augmentation
de l'activité de la protéine codée, qui transforome proto-oncogéne en oncogene, peut
résulter soit d’'une altération structurale direchie gene, soit d’'une régulation par des

éléments génétiques transactivateurs. La plupast giteto-oncogene, codent pour des
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récepteurs de facteurs trophiques (E§F6U des facteurs de transcriptions (c-erb-B2, c-
myc), ou des kinases impliqguées dans les voiegydalsation de facteurs de croissances (c-
H-ras, c-N-ras). Des mutations activatrices moméliques, sont suffisantes pour entrainer

une activation exagérée de la prolifération ceittala

IMPLIQUATION FREQUENTES

GENES : CODANT POUR': EXEMPLE DE CANCERS :

Epidermal Growth Factor: facteu

EGF :
de croissance

Carcinomes

Erb-B Récepteur a lTEGF Glioblastome

Récepteur a 'EGF et autres

. Seins et ovaires
facteurs trophiques

Erb-B2 ou HER-2

Récepteur de Facteurs de

Ret . Majoritairement thyroide
croissances
N-ras Protéines voies des MAPK Leucémies
: — Leucémies, poumons, seins,
c-myc Activateurs transcriptionnels
estomac
N-myc Activateurs transcriptionnels Neuroblastome, glioblastome
L-myc Activateurs transcriptionnels Poumon
Bcl-2 Protéine anti-apoptotique Lymphome B
MDM?2 Antagoniste de p53 Nombreuses tumeurs et

majoritairement sarcomes

Tableau 1A : Quelgues oncogénes et les camscassociés a la perte du controle de leur expressi

1.1.2.2 Les genes suppresseurs de tumeurs

Les genes suppresseurs de tumeurs (ou anti-oregigéomprennent les genes dont
I'inactivation est impliquée dans le processusrdagformation maligne. lls codent souvent
pour des protéines régulant négativement la pregnesdu cycle cellulaire et contrélant
lintégrité du génome (Rb p53). Des génes codant pour enzymes de répamdgidADN
tels que msh2 et mtsl sont fréequemment inactives par hyperméthylation irmgertion
mutationnelle. Contrairement aux proto-oncogerepgkte de I'activité du produit des deux
alleles est généralement nécessaire pour dérélgutamtrole de la prolifération cellulaire.
Dans le cas ou la perte d’'une seule copie du ggpresseur de tumeur favorise I'apparition

de cancer, on parle d’haplo-insuffisance.

* EGFR : Epithelium Growth Factor Receptor

® Rb : Retinoblastoma protein
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IMPLIQUATION FREQUENTES

GENES : CODANT POUR : EXEMPLE DE CANCERS :

Voie de contrdle de la prolifération

APC )
cellulaire

Colon et estomac

Contréle des voies de prolifératio
NF-2 avec PTEN un autre gene
suppresseur de tumeur

=)

Meningiome, épendymome,
schwanome

Code pour p16, inhibiteur principal

MTS-I . Multiples cancers
du cycle cellulaire
Code pour Rb, inhibiteur Rétinoblastome, ostepsarqome
Rb : . cancer du poumon a petites
secondaire du cycle cellulaire :
cellules, vessie
Contréle de I'ADN, et initiation de
p53 I'apoptose, métabolisme > 60 % des cancers
énergétique
BRCA-1, BRCA-2 Molécule |_nh|b|tr|ce de la Seins et ovaires (pour BRCA-1)
croissance

Molécule de contrble de la

VHL prolifération

Rein surtout

Tableau 1B : Quelques genes suppresseurs de tumeetdes cancers associés a leur mutation.

.2 Les caractéristiques fondamentales de la cellilcancéreuse

La transformation aboutit a [I'acquisition par lallge de caractéristiques
particulieres, retrouvées chez toutes les cellabrscéreuses. Si nous ne pouvons définir
exactement quelles mutations ou pertes de genet rsécessaires et suffisantes a
'oncogenese, les travaux de Weinberg (1982) saggyér que les cellules transformées
présentent en commun au moins sSix caractéristigdess’agit de [I'immortalité,
'indépendance vis-a-vis des signaux prolifératits)e insensibilité aux signaux anti-
prolifératifs, la capacité d’induire la néo-angiogse, I'inhibition de I'apoptose et la capacité
a l'invasion a distance (métastases). A ces carsiitgies, il faudra ajouter celle de la
résistance aux drogues et aux radiations, qui acguises rapidement par les cellules

transformées. Nous allons maintenant détailler whacle ces caractéristiques.

1.2.1 L'immortalité ou perte de la sénescence

Elle définit la capacité des cellules cancéreupeoéiférer de maniere illimitée. Dans
le cas d'une cellule saine, le nombre de divisiefluaire est limité. Aprés un certain
nombre de génération, la cellule entre en sénescencpuis meurt par apoptose. Ce

processus est sous la dépendance d’'un systemeedtia€et de contrble de la longueur des

26



téloméres. En effet, le lien entre le raccourcissgmdes téloméres et la sénescence
réplicative est bien établi (Londono-Vallejo J. R2007). Pour contourner la limitation
imposée par le raccourcissement des télomeresgelddes cancéreuses possedent deux
mécanismes connus. Il s’'agit pour l'un de la réation de la télomérase (de type
transcriptase inverse) permettant la synthdsenovode séquences télomériques et le
maintien de la longueur des extrémités des chromesoSon activité est détectée dans 85 %
des tumeurs étudiées. L’autre, beaucoup moins ¢oresti un mécanisme alternatif
indépendant de la télomérase connu sous le terAierd’ (Muntoni et al, 2005). Le maintien
des longueurs des téloméres semble impliquer, damscas, des évenements de
recombinaison nécessitant des protéines de recambimtelles que RAD50 et RAD52. Ces
évenements de recombinaisons, ainsi que des cy@edi asymeétriques seraient a l'origine

du maintien des capacités réplicatives des celttdesformeées.

1.2.2 Indépendance vis-a-vis des signhaux de pralifén

La cellule transformée présente une capacité difgpedion exagérée, stimulée de
fagon non physiologique. Les mécanismes par lesdaetellule cancéreuse parvient a cet
état sont variables. Parmi les plus fréquents drouee : une production autocrine de
facteurs de croissance, ou une induction de lauystazh de ces facteurs par le stroma
tumoral. En outre, la surexpression des réceptmuxdacteurs de croissance, la mutation et
I'activation constitutionnelle de ces récepteurssague I'activation par mutation ou via la
surexpression d’'un ou plusieurs acteurs molécuaies voies de transduction des signaux

mitogenes, participent aussi a ce processus.

1.2.3 Insensibilité aux signaux anti-prolifératifs

L’insensibilité aux inhibiteurs physiologiques ldecroissance cellulaire, comme ceux
régulant la transduction du signal au cours detiVaton des voies MAPK, ou le
déroulement du cycle cellulaire (p53, p16, inhibitedes Cd, peuvent impliquer soit
I'inactivation du récepteur membranaire correspondsoit un des maillons de la chaine de
transduction de signaux anti-prolifératifs. Danscas on peut citer 'exemple du TGFRui

exerce une activité antitumorogénique au niveau €épshéliums via le facteur de

® ALT : Alternative Lenghtening of Telomeres
" Cdk : Cycline-dependent kinase

8 TGFR : Tumor Growth Factor R
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transcription SMAD4. Dans 50 % des cancers du @ascet dans la majorité des cancers de
'estomac, du sein, de l'ovaire, de la prostate,gkne smad4 est retrouvé inactive.
L’échappement a la signalisation conduisant afféréinciation cellulaire, est alors une autre

stratégie de survie (Ruscetti et al, 2005).

1.2.4 Capacité d’'induire une néo-angiogenese

Une des caractéristiqgues majeure d’'une tumeuruéive| est son besoin accru en
oxygene et nutriments (surtout du glucose). Pouergéette dépendance, les cellules
cancéreuses la formant, doivent posséder la capdititduire la formation de nouveaux
vaisseaux en modifiant I'équilibre entre activateat inhibiteurs de I'angiogenése. Dans le
cas des tumeurs solides, cette néo-angiogenésditalm@anmoins, en la production de
vaisseaux imparfaits impliquant une microcirculatiocompléte au sein de la tumeur. Ceci a

pour conséquence l'apparition de zones nécrotigubgpoxiques (Shchors et al., 2007).

1.2.5 L’échappement a I'apoptose

La cellule possede de nombreux systemes capablefetdeter les anomalies de
prolifération cellulaire, les dommages a [I’ADN, leanomalies de ségrégation
chromosomique. Le cas échéant, la cellule peuedébkr la mort cellulaire, évitant ainsi la
prolifération de cellule n’ayant pas hérité intégnaent du matériel génétique ou ayant fixé
une mutation non réparée. Les cellules tumoralag spiant a elles, capables d’échapper a
cette mort par la sécrétion autocrine de facteur sdevie, tels que I'IGF1/2 les
interleukines... Plus fréquemment, on observe livation de génes activateurs de
'apoptose ou la surexpression d’inhibiteurs phiggimues de l'apoptose comme les

membres de la famille Bcl-2.

1.2.6 Les capacités d’invasion et de métastase

Les cellules transformées en prolifération acceomt capables de proliférer a
distance. Témoin de la malignité de la tumeurecesipacité a envahir les tissus voisins ou,
via la circulation systémique, des zones a distapsé due a I'expression de protéines
particuliéeres comme, par exemple, les métallopsateaCelles-ci permettent la dégradation
de la matrice extracellulaire et favorisent la raigm des cellules tumorales vers les

vaisseaux (Golubkov et al., 2006). L'inhibition geotéines impliquées dans les liaisons

®|GF : Insulin Groxth Factor
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entre cellules ou avec la matrice extracelluladebérines, intégrines...), ainsi que des voies

de signalisation intracellulaires les régulant (FAKfavorisent également la dissémination.

[.2.7 La résistance

Les cellules cancéreuses développent, soit spantrte soit a la suite de traitement
avec des molécules cytotoxiques, des mécanismesdstance. Parmi ces mécanismes on
peut citer l'augmentation de [l'activité des proesssde détoxification (comme ceux
impliquant le glutathion) ou encore des celle mégaras de réparation. Néanmoins, un des
responsables majeurs de la résistance aux drogueSIDR' est une pompe ATPase
membranaire, appelée glycoprotéine-P (Pgpl170),uetesgt capable d’expulser hors des
cellules des composés varies comme les anthraegglin’actinomycine D, les
vincaalcaloides, les épipodophyllotoxines et lacloimine (Teodori et al, 2006). La
découverte d’'une pompe membranaire active (hydaolyde I'ATP), et rejetant hors de la
cellule de nombreux médicaments hydrophobes detstai et de mécanismes d’action
variés est due a I'équipe de V. Ling au Canadaig@dolet al., 1976). Progressivement,
d’autres pompes responsables de la résistancedphgues ont été caractérisées et appelées :
MRP". Le mécanisme d’action actif de ces pompes se situ niveau de la membrane
plasmique. Les sites de liaison du substrat depoegpes se situent au niveau de la partie
hydrophobe de la protéine, partie enchéassée daépaisseur de la bicouche
phospholipidique. Ceci explique pourquoi les celukésistantes expulsent des composés
pourtant capables de se lier avec une haute &ffsuitx constituants cellulaires, comme
I’ADN, puisque ces composeés ne rentrent pas daosllliale mais sont expulsés au niveau de
la membrane ou immédiatement pris en charge patrrdmité cytoplasmique des pompes

membranaires.

9FAK : Focal Adhesion Kinase
' MDR : MultiDrug Resistance

12 MRP : Multi-drug Resistance-associated Protein
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ll. La protéine p53 : régulation et fonctions biolaiques

La protéine p53 a été pour la premiéere fois déentel979 par I'équipe d’A. Levine,
comme liée au processus de transformation cekuleirassociée a l'antigene T du virus
simien SV40. Les études initiales portant sur p%3diemt mis en évidence sa probable
implication dans la croissance et la proliférato@iulaire. En 1981, une des toutes premiéeres
études (Crawford et al., 1981), avait caractérigeé@résence d’'une surexpression de la
protéine p53 dans les tumeurs murines et humal@emicro-injection d’anticorps anti-p53
inhibait la synthese d’ADN induite normalement pajout de sérum. Il fut conclut que p53
possédait des propriétés oncogéniques. Le §&Bafut alors initialement considéré comme
un proto-oncogene.

Au fur et a mesure de l'avancée des travaux sumasebreux types cellulaires, des
résultats contradictoires (Eliyahu et al., 198Mé.and Benchimol, 1990) suggéraient que la
surexpression de p53 pouvait également réprimprdeessus de transformation cancéreuse.
Ainsi, prés de dix ans apres, il fut montré quedexpriétés oncogéniques de p53 étaient en
fait dues a des mutations. Des études comparatives des protéines p53 sauvages ont
permis finalement de conclure que le gene codant p&3 était un gene suppresseur de
tumeur.

C’est néanmoins en 1992, que David Lane décrarnisduine expression célébre, le role
fondamental de la protéine p53 en la qualifiankdgrdien du génome ». Pendant, les cing
années suivantes, de nombreux travaux contribuéefd caractérisation de nouvelles
fonctions cellulaires de p53, apparemment indépeiedade ses fonctions « principales de
contrdle qualité de 'ADN » et de facteur de traigon. En effet, p53 a été décrite comme
une protéine de signalisation intracellulaire, pelddamment de son activité
transcriptionnelle, en interagissant avec d’aupestéines cytosoliques (comme HIk}1
régulant ainsi leur stabilité ou encore avec demmites (comme la mitochondrie) via des
protéines « BH3 only », comme Bgl;xdéplacant ainsi leur interaction, par exemplecave
Apaf-1, induisant sa libération.

Récemment, p53 via TIGAR a été caractérisée comme étant impliquée dans le

processus de glycolyse et de détoxification desaad libres (Corcoran et al., 2006).

¥ TIGAR : TP53-induced Glycolysis and Apoptosis Retpr
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Apres vingt années d’études intensives et pre286Qlarticles scientifiques a ce jour
publiés, nous ne savons toujours pas si toutedolestions biologiques de p53 ont été
caractérisees. Enfin, il a été observé que desssprgsentant une délétion de la protéine p21
(protéine régulatrice de cycle cellulaire), ne déppent pas de cancers alors que, les méme
souris invalidées pour le gene p53 en développestrapidement (Donehower et al., 1992 ;
Deng et al., 1995), montre que les mécanismes dgemese ne sont pas exclusivement dus a
des altérations dans les points de controle dweayellulaire mais que la mort cellulaire est

tres probablement le mécanisme majeur par lequgintibe le développement tumoral.

[I.1 Structure et régulation de la protéine p53

[I.1.1 Structure protéique

Chez 'Homme, p53 est une phosphoprotéine de 8R@saminés, codée par le géne
TP53 localisé sur le bras court du chromosome 17 (1)pEBe se compose de trois
principaux domaines (Oren M., 1985), structurauxfagtctionnels(figure 4). Parmi ces
principaux domaines, I'extrémité N-Terminale cop@sd au domaine transactivateur (résidus
1 a 42), suivi d’'une région riche en proline (rési3 & 97). Le domaine de transactivation
est impliqué dans les interactions protéine- pnetévec des régulateurs tels que MD2
masquant ainsi les résidus 19 a 26. Cette liaistmai@e son ubiquitinylation puis sa
dégradation par le protéasome 26S. D’autres irtieres; comme par exemple avec le facteur
de transcription p300/CBP régule son activité trapsonnelle en entrainant son acétylation
en C-Terminale. Son domaine central (« core domarmsidus 98 a 292), est responsable de
I'interaction spécifique avec 'ADN. p53 se lie sffiguement a I’ADN double brin, sous
forme de tétramere, au niveau de sites consensusnamt deux copies d'une dizaine de
paires de bases de séquence pentamérique =BiAPurC=(A/T)*(T/A) G=PyPy=Py-3’ (ou
Pu = A/G, Py = T/C). C’est souvent au niveau deecetgion de liaison a I’'ADN que I'on
détecte la plupart des mutations retrouveées dangulmeurs (Bode et al, 2004). C’est a
'extrémité C-Terminale que se situe le domainetéteamérisation (résidus 324-355) et la
région de régulation négative (résidus 363 a 388}emant les sites de phosphorylations et
d’acétylation régulant sa capacité de liaison &DM (Bode et al., 2004). On peut encore

signaler la présence entre le domaine central etéttamérisation, d'une séquence de

1 MDM2 : Murine Double Minute 2 oncogene
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localisation nucléaire (résidus 300 a 323) et d'raggon riche en leucine (résidus 356 a 362)

contenant un signal d’export nucléaire au sein@malne de tétramérisation.

N-Terminal Domaine ‘core’ central C-Terminale
NLS NES
r 1 v - —1
1-42 6357 08-292 200-223 324-355 I63-394
i L i . -
Domaine de Domaine Domaine de liaison & PADN Domaine de Domaine de
transactivation Riche en tétramerisation régulation
leucine C-Terminale

Figure 4: Structure et domaines fonctionnels de p53
NLS : Signal de localisation nucléaire, NES : Sighiexport nucléaire
(Adapté d’aprés Bode et al, 2004)

[1.1.2 Régulations de p53

La protéine p53 va subir de nombreuses régulatinndifiant sa stabilité et son
activité en fonction des stimuli (déléteres ou devie) détectés. Ceci en fait un acteur
moléculaire primordial dans l'intégration du sigretl la discrimination de la nature de

I'agression a laquelle est soumise la cellule.

[1.1.2.1 Régulation « classique » de sa stabilil@WDM2 par ubiquitinylation

L’oncoprotéine MDM2 (HDM2 : homologue chez I'Homme$t connue pour étre le
régulateur négatif majeur de p53 (Freedman el@89 ; Sionov et al., 1999). Le gémelim?2
est un géne possédant au sein de sa région proenatriélément de réponse a p53 (ER : p53
Element Response), sa transcription peut don@étireée par p53 (Lev et al., 2000 ; Lahav et
al., 2004). Cette boucle d’autorégulation négapieamet de contréler a tout instant la quantité
de p53 présente dans la cellule. MDM2 se lie aeaivde I'extrémité N-Terminale de p53,
via une poche hydrophobe complémentaire entre ées grotéines. Au sein de cette zone
d’interaction trois acides aminés sont dits essentiPhel9, Trp23 et Leu26. Ces résidus sont
indispensables a I'activité transactivatrice de.@&3s’y liant MDM2 inhibe cette fonction de
p53 en empéchant l'acétylation des résidus et &rfémant avec le co-activateur de la
transcription p300/CBP.

MDM2 fonctionne comme une enzyme E3 ligase quguitine p53 (Haupt et al.,

1997 ; Yu et al, 2000) et entraine son exportatilon compartiment nucléaire vers le
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cytoplasme ou elle va étre dégradée par le pratdag6S. Néanmoins, il a été montré que
MDM2 catalysait la mono-ubiquitinylation de p53 (ks et al., 2004) a de multiples sites,
mais en aucun cas ne serait responsable de laupmyitinylation nécessaire a sa
dégradation par le protéasome 26S. Une des hymsth@sancée est que la mono-
ubiquitinylation de p53 entraine un changementadeamiformation, exposant ainsi son signal
d’exportation nucléaire permettant que la poly-uiiigylation soit cytoplasmique. Ainsi la
fonction « E3 ligase » de MDM2 pourrait régulerftanction transcriptionnelle de p53 en
I'exportant du noyau une fois la transcription @aes cibles effectuees.

L’exportation nucléaire de complexe MDM2-p53 eétessaire a la dégradation de
p53. En effet, I'ajout de leptomycine B (inhibitedu transport nucléo-cytoplasmique), a pour
conséquence une accumulation de p53 dans le n@yai degradation (Menéndez et al.,
2003). De méme, dans certaines cellules cancérécsesne les neuroblastomes), p53 peut
se trouver séquestrer par différents mécanismes ldarytoplasme empéchant également sa
dégradation (Becker et al., 2007).

11.1.2.2 Les nouvelles hypotheses de la réguldtoationnelle de p53

Parmi les travaux sur la stabilisation et la réfjoiade p53, ceux concernant sa
régulation au niveau traductionnel ou transcriptElinn’ont été que peu étudiés au profit des
études sur les modifications post-traductionneliedes que les phosphorylations (discutées
plus loin), levant 'interaction avec MDM2. Cettaera néanmoins été revisitée par une étude
(Takagi et al., 2005) mettant en évidence une edigul de p53 au niveau méme de sa
synthese, en réponse a des dommages a I’ADN, iggiiqune protéine ribosomale L26 et la
nucléoline. Cette derniere est une phosphoprotéicteolaire impliquée dans la maturation
des ARNr et ARNm, dans lI'assemblage des ribosorhés gansport nucléocytoplamique.
Ces deux protéines se trouvent présentes dansmplexe nucléoprotéique de machinerie
traductionnelle. Lorsque les cellules ne subissmntun stress, la nucléoline se lie a
I'extrémité 5’'UTR™ de TARNm de p53 et empéche linitiation de ladwation. A l'inverse,
lorsque les cellules ont subi des dommages a I'’ARNyrotéine L26 déplace la nucléoline et
active l'initiation de la synthése protéique.

Une autre nouvelle voie de recherche, situe lauladign de p53 au niveau
transcriptionnel (Pekova et al., 2007). En effdte emplique I'existence de variants

d’épissages alternatifs du messager de p53 (Rahall, 2005), ou d'initiation différentielle

> UTR : UnTranslated Region
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de la transcription au niveau du promoteur. Dedesiont caractérisé I'existence d’au moins
six isoformes différentes de p53 dans les tissumaox. Il a été montré que lisoforme 13
interagit avec la forme longue de p53 et se fixesiaile maniere préférentielle au niveau du
promoteur des genémxetp2let non a celui dendm2(Bourdon et al., 2005). Dans la méme
étude, les auteurs montrent qu'une autre isofokt&@3p53, transcrite a partir du promoteur
interne de I'exon 4 du genéP53 agit comme un dominant négatif de linduction de
'apoptose par p53. Cette expression différentidis isoformes de p53 dans les tumeurs
humaines pourrait, en partie, expliquer la diffiéud lier son statut de cellules cancéreuses et
leur sensibilité a certaines drogues.

Enfin, il faut aussi noter I'existence de deuxrasitmembres de la famille p53, qui
coopérent d’'un point de vu transcriptionnel avedemier. Il s’agit de p73 et p63 (Miller et
al., 2006). Les gene3P73 et TP63 codent pour une combinaison d’isoformes liée a
I'utilisation de deux promoteurs alternatifs, P1Riet a un épissage alternatif de ’TARNm en
3'. Les isoformes se distinguent en deux groupedpmrction de la longueur de la séguence
N-Terminale. Les isoformes « longues » TAp73 ep&A sont sous le contrble de P1, tandis
que les isoformes « courtesANp73 etANp63 sont sous la dépendance de P2 situé dans
I'intron 3. En ajoutant la régulation en C-Termimddue a I'épissage en 3'), il existe de
nombreux transcrits et protéines possibles pouquhaene. Les différentes isoformes ont
des effets anti-apoptotiques ou pro-apoptotiquesfoaction des boucles de régulations
transcriptionnelles entre p53 et les isoformesitié d’exemple, on peut citer I'activation de
la transcription deANp73 via p53. En retour, celle-ci inhibe la tramstion de p53 créant
ainsi une boucle de rétrocontréle réglant la suetita mort cellulaire. De plug\Np73 a été
décrite, lorsqu’elle est surexprimée, comme un mreuig de mauvais pronostic dans des

neuroblastomes de patients (Moll et al., 2004).
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11.1.2.3 Régulation de I'activité de p53 : Acétybais et sumoylations en C-Terminale

La protéine p53 subit de nombreuses modificatiarst-fraductionnelles en fonction
du type de stress appliqué a la cellule et desswibesignalisations impliqguées (Bode et al.,
2004 ; Olsson et al., 2007). Parmi ces modificaion retrouve, regroupées au niveau C-
Terminal : des méthylations, des acétylations VBP[P300 sur des résidus lysines (Lys370,
372, 373, 381, 382) et par pCABur la Lys320 en réponse aux dommages a I'Afijuire
5). Ces acétylations ont pour conséquence la statiiiisde p53 et augmente sa spécificité de
liaison aux séquences promotrices.

L’activité de p53 peut également étre régulée "aietibn de petites molécules de type
ubiquitine telles que NEDD8 et SUMO-12. Bien que les conséquences fonctionnelles ne
sont que trés peu connues, il semble que la « tetday» des Lys370, 372, 3nécessite la
présence de MDM2 et inhibe totalement la capa@tpsB a initier la transcription. SUMO-1,
quant a elle, peut étre ajoutée au résidu Lys386gguant une augmentation de l'activité

transactivatrice de p53.
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Figure 5: Acétylations et SUMOylation de p53 a I'ettémité C-Terminale.
NLS : Signal de localisation nucléaire, NES : Sigtiaxport nucléaire, TET : Domaine de tétraméimat
REG : Région régulatrice en C-Terminale
(D'apres Bode et al, 2004)

® hCAF : p300 and CBP-Associated Factor
" NEDDS : Neural precursor cell expressed DevelogaignDownregulated 8
8 SUMO-1 : Small Ubiquitin-like Modifier-1
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Cependant, de maniére générale, il est admis @otivité biologique de p53 est
fortement controlée par des étapes de phosphamtdtiéphosphorylations, ainsi que les
interactions protéiques qui en découlent (Bodel.et2804 ; Olsson et al., 2007). Plus de
vingt-trois sites de phosphorylations différents été caractérisés, mais leur signification
biologique n’est pas encore intégralement connaeplupart d’entre eux sont regroupés dans
les quarante premiers acides aminés de l'extréhifiierminale. Nous allons maintenant
décrire les principales phosphorylations de p52wats conséquences sur la régulation de son

activité.

11.1.2.3.1 Phosphorylations de la région N-terménetl role dans 'activation de p53

De nombreuses kinases sont connues pour répondresteess cellulaires et pour
phosphoryler spécifiquement p53 au niveau de régpduticuliers. Parmi elles, les membres
de la famille des kinases phosphatidylinositol Bakie (PIKK) regroupant, la DNA-PKet
I'ATM/ATR ?° qui phosphorylent p5& vitro, en réponse principalement aux dommages a
I'ADN. Certaines kinases de la famille des SAKcomme JNK-1 et p38MAPK sont
également responsables de modifications post-ttiaunelles (Figure 6) en N-Terminale
(Leblanc et al., 2002).

La sérine 15 peut étre phosphorylée par deux é&fjada DNA-PK (une
sérine/thréonine kinase) et ATM/ATR. Cette phosplation stimule ainsi l'interaction de
p53 avec ses co-activateurs transcriptionnelshigt®nes acétyltransférases p300/CBP. De
plus, en réponse aux dommages a I’ADN, la sérines2(hosphorylém vitro par Chkl et
Chk2 (Check point kinase), activées par ATM/ATRciCaigmente la transactivation du géne
p21 (impliqué dans larrét un du cycle cellulaire) mdm2 En plus de participer a la
stabilisation de p53, la phosphorylation des résitlh et 20 permet la séquestration de p53
dans le noyau (Olsson et al., 2007). Toutefoispa@breux travaux font état de la présence
de la forme phosphorylée de p53Serl5 a la mitoatienda phosphorylation sur ce résidu
permet aussi un réarrangement conformationnel derdé€ine, rendant le domaine de
tétramérisation accessible.

p38MAPK1, quant a elle, ajoute un groupement phatp sur le résidu 46. Ceci

favorise l'initiation de la transcription du gensogapoptotiquep53AIP-1ou « p53-regulated

9 DNA-PK : DNA-activated Protein Kinase
2 ATM/ATR : Ataxia-Telangiectasia mutated/ATM- anéd3-related kinases
2L SAK : Stress-Activated Kinase
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Apoptosis-Inducing Factor 1 ». Cela entraine agaivde la mitochondrie une dissipation du
potentiel transmembranaire et I'induction de la heetlulaire programmée.

La protéine JNK1, lors d’un stress UV et/ou dommad&DN phosphoryle p53 sur
les sérines 33 et 37 et la thréonine 81. Ceci Iabp53 et augmente son activité
transcriptionnelle. Les sérines 33 et 37 sont égaid les substrats de JNK1 spécifiquement
lors de I'application d’'un stress UV. D’autre pdsd,fixation de JNK1 a p53 au niveau N-
Terminal entraine la polyubiquitinylation de p53atdégradation.

La sérine 33 est le substrat de la GAKDe méme, les résidus 6 et 9 et 18 de p53
peuvent étre phosphorylés par la GKayant pour effet, de stabiliser fortement le carel
p53/p300/CBP.

En résumé, les phosphorylations concernant I'extgéN-Terminale de p53 ont pour
but de stabiliser la protéine, consolider les mtéons protéines/protéines et d’augmenter ses
propriétés de transactivation.

N-Terminale
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NAPKAPK2 |
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p38

S20
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Figure 6: Phosphorylations de I'extrémité N-Terminde de p53 par de nombreuses kinases.
TAD : Domaine de transactivation, SH3 : Domain&eien proline
(Adapté d'aprés Bode et al, 2004)

2 CAK : Cycline dependent kinase Activating Kinase
23 CK1 : Caséine Kinase 1
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11.1.2.3.2 Phosphorylations de la région C-ternengtl réle dans I’activation de p53

Le domaine C-Terminal de p5Figure 7) est, quant a lui, phosphorylé par des
kinases dépendantes des cyclines, comme Cdk2,ausss par la PKC (Protéine Kinase C),
la CKII (Caséine Kinase Il) ou encore la PKR (deublranded-RNA-activated Protein
Kinase). Le résidu sérine 315 est une cible de®f34t de Cdk2.In vivo, cette
phosphorylation augmente de maniére significatvixiation de p53 a I’ADN, et stimule son
activité transcriptionnelle. Les résidus 376 et 8@6t des sites de phosphorylation de la PKC,
qui sont constitutivement phosphorylés dans letilesl non stressées et permettrait une
augmentation de la polyubiquitinylation et la détzi@on de p53.

Les phosphorylations des sérines 315, 378, 3ghantent la force de I'interaction
p53/ADN. La sérine 392 revét une importance towriquliere, puisque sa phosphorylation
unique par la CK2 ou PKR suite a une irradiation, Ypvbvoque une tétramérisation, une
activation et une fixation accrue de p53 a I’ADN.

Il apparait que les différentes phosphorylatioms I'éxtrémité carboxy-terminale

favoriseraient de facon déterminante la fixatioécsjiqgue de p53 a ’ADN.
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Figure 7: Phosphorylations de I'extrémité C-Terminde de p53 par de nombreuses kinases.
NLS : Signal de localisation nucléaire, TET : Dongde tétramérisation, NES : Signal d’export nuoééa
REG : Région régulatrice en C-Terminale.
(Adapté d’aprés Bode et al, 2004)

38



II.2 Fonctions biologiques de p53

Nous venons de voir les différents mécanismes wieadt a la stabilisation et a
I'activation de p53 suite a un stress cellulairmeUois fonctionnelle, la protéine p53 va
pouvoir réguler de nombreux processus cellulaikesifie et al., 2006). Ceci permettra a la
cellule d’élaborer une réponse adaptée au strggmjap, de réparer les dommages induits et
eventuellement d’'induire la mort cellulaire (apdjgoe ou autophagique) si la cellule ne peut

retrouver une physiologie norma(&igure 8).

Réparation de PADN

Contrdile Ia
progression dans le
cycle cellulaire

Figure &rincipales implications fonctionnelles de p53.

[1.2.1 L’arrét du cycle cellulaire

Lorsqu’une cellule est soumise a un stress, elie muvoir élaborer des stratégies
d’adaptations et de réparations. A cet effet, p&3nduire un arrét de la prolifération (El
Deiry et al., 1998 ; Sionov et al., 1999), en agidsau niveau des points de contréle des
phases Get G du cycle cellulairgfigure 9). L'arrét du cycle cellulaire en Gest du entre

AFLICIPL - Cette derniére inhibe les protéines kinases

autre, & lnduction via, p53 de p?
dépendantes des cyclines (CDK4 et CDK2) phospharyteotamment la protéine du

rétinoblastome (pRb). Dans sa forme hypophospheryfgRb séquestre le facteur de
transcription E2F, empéchant la transition de lasghG1l a S. En outre, en recrutant des
histones désacétylases (HDAC), pRb entraine la aotigm de la chromatine, rendant toute
nouvelle transcription impossible. Ainsi, les genewliqués dans la transition G1 a S

deviennent inaccessibles a la machinerie transmnip¢lle. En paralléle, p21 va également
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bloquer la réplication de 'ADN en inhibant I'actiton de I'ADN polymérase par le
PCNA* (Waga et al., 1997). Par ailleurs, p53 peut ayssivoquer l'arrét en G1, en
interagissant directement avec la cycline H, inhibainsi la formation du complexe
CDK7/CyclineH1/p36 activant normalement le compléXBK2/Cycline E requit pour le
passage de G1 en S.

Outre I'arrét du cycle en G1, p53 va également agipoint de contréle G2/M (Peng
et al., 1997). En effet, en activant la transooiptidu genel4-3-3, p53 va favoriser la
séquestration sous sa forme phosphorylée de cde2&(@-ci, sous forme non phosphorylée,
déphosphoryle CDK1, activant ainsi le complexe CB¥¢tline B en MPE, est essentiel
pour le passage G2/M (Boutros et al., 2007). Liition de ce complexe sera également due
a 'induction du géneyadd43°® via probablement une interaction directe entrgriatéine
GADD45 et CDK1. Il semblerait également que p58 isapliqué dans un point de contréle
au cours de la mitose, durant de la formation d#sspdu fuseau mitotique, afin d’éviter la

naissance de cellule polyploides (Borel et al. 2200

ATM

(inactive) ‘
/ J_ 14-3-30/cdc25C-P c"""l

p2l Cycll/edk7
l 14-3-36  cdc25C-P cdc25C
CycD/cdkd/6
p21/PCNA Cg.'cA,Fchk2 GADD4S CyCBJ’CdCZ-P C)CB’CdCZ
1 RbW/EZF Rb-P
Armrét de la E2F-1 i )
répication Améat ¢ Arrét Arrét
en G1 en G2 enM

Arméten S et
apoptose

Figure 9 : Contréle de I'arrét du cycle cellulairepar p53. (D’aprés Sionov et al, 1999)

En complément du contréle de I'arrét du cycle daite, p53 va activer, via GADDA45,

les mécanismes de réparations de I'ADN. p53 vaiiadia réparation par « excision de

24 PCNA : Proliferating Cell Nuclear Antigen
% MPF : Maturation Promoting Factor
6 GADDA45 : Growth Arrest and DNA Dommage-inductilgiene
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nucléotides » via PCNA qui interagit directemene@aves ADN polymérases. De plus,
GADDA45 pourrait également servir a reconnaitreat'@ltéré de la chromatine et moduler
I'accessibilité a ’ADN de facteurs de transcriptio

Enfin, p53 est trés largement impliquée dans létabon et la modulation de la
réponse apoptotique. Ce role sera plus amplem¢sitlédé&ans les paragraphes suivants dans
la partie Il .

11.2.2 p53 et son réle dans le métabolisme cellelai

Des travaux de plus en plus nombreux suggérentagpeotéine p53 n’interviendrait
pas uniqguement dans la réponse aux stress mais aussein d’autres signalisations
impliquées dans la physiologie cellulaire. Parrsidggnalisations ou p53 serait impliquée, on

peut citer son réle dans la régulation du métabwignergétique.

[1.2.2.1 Le suppresseur de tumeur p53 et le méistnel énergétique

La prolifération cellulaire est dépendante de ladprction d’énergie et par conséquent
du métabolisme glucidique. L'AMPX est directement impliquée dans le métabolisme du
glucose, en servant de «détecteur métabolique fa deellule (Andreelli et al., 2003).
L’AMPK est activée physiologiquement par 'augmeiaia de la concentration intracellulaire
en AMP lors de situation de carence énergétiqualagk (hypoxie, hypoglycémie, exercice
physique). En outre, il a été montré qu’elle phasple spécifiguement p53 (Thoreen et al.,
2005). Ainsi, au cours des carences transitoireglecose, cette phosphorylation de p53
induit un arrét du cycle cellulaire, réversible gdrs cellules « normales » (Jones et al.,
2005). Ceci pourrait expliquer la capacité desutedl transformées et mutées pour le géne
TP53 de continuer a proliférer, méme lorsque la digpbté de nutriment au sein de la
tumeur diminue.

Ces deécouvertes récentes sont importantes dam®niexte du métabolisme de
cellules cancéreuses. En effet, la grande majaki® cellules tumorales présentent une
modification de leur métabolisme énergétique. Celudst caractérisé par le passage d'un
métabolisme énergétique mitochondrial (phosphdpratoxydative) vers une utilisation
exacerbée de la glycolyse pour la production dgeeméme en présence d'oxygene. Ce

phénomene est connu sous le nom d’effet WarburglfWwa et al., 1930). Il peut s’expliquer

" AMPK : Adénosine MonophosPhate Kinase
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par le fait que p53, via I'expression 8€02%, peut moduler le passage entre un métabolisme
aérobie et la glycoly$g(Matoba et al., 2006). En effet, SCO2 particige tnise en place du
complexe cytochrome& oxydase (COX, complexe Il) de la chaine de phogbdumon
oxydative, essentielle a la production d’ATP. Pansg&quent, des cellules cancéreuses
possédant une protéine p53 mutée non fonctionetllprésentant une chaine respiratoire
mitochondriale défectueuse, vont effectuer un pgesseers un métabolisme exclusivement
glycolytique (figure 10). De ce fait, les cellules cancéreuses devront auotgn leur
absorption en glucose (notamment en augmentardrtére de transporteurs membranaires
du glucose) et sa dégradation en acide lactiquecdws de la croissance tumorale, les
cellules, se trouvant a distance des vaisseauxusegnt un apport en oxygene limité. Le
basculement vers le métabolisme glycolytique pdurleur apporter un avantage de

croissance, bien avant I'induction de I'angiogenése

Cellule saine — —
- Respiration aérobie

\
|
‘ (-1 . t' O * ~
| e OUSCINITNALION, L2, - Recours faible a la glycolyse
‘ - Basse production de lactate - Pas de production de ROS

| - Transcription de sco2
! - Assemblage de COXII
|

p53 f0nct?0ni1elle

Cellule cancérertse . .
- Glycolyse exacerbée
- Peu de consommation O 3 Aleie
: t 2 - Besoin en glucose élevé
- Production de lactate - Production de ROS
as de transcription de sco2

- OXPHOS défectueuse

53 mutée ou inactivée

Figure 10 : Métabolisme énergétique préférentiel decellules cancéreuses.

TIGAR® est un autre régulateur métabolique dont I'exivesdu géne est sous la
dépendance de p53. Cette protéine oriente le mémim énergétique vers la voie des
pentoses phosphates, ayant pour effet la produdgomolécules de NADPH. Ceux-ci sont
absolument essentiels a la détoxification des R@&r le glutathion. Ainsi on peut aisément

8.3C0O2 : Synthesis of Cytochrorn®©xidase 2

29 Appelée également abusivemerglycolyse aérobie »car elle persiste durablement et est exacerbéldan
cellules cancéreuses méme en présence d’'une coat@@men oxygéne normale (normoxie).

*TIGAR : TP53induced glycolysis and Apoptosis Regulator

%1 ROS : Reactive Oxygen Species<
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comprendre que, via TIGAR, p53 va pouvoir moduteséuil de sensibilité des cellules a des

stress oxydatifs transitoires (Bensaad et al., R006

11.2.2.2 Implication de p53 dans la différenciatiogllulaire

Outre ses fonctions de protéine intégratrice dgeasx de stress, p53 semble
également impliqué dans le processus de différdaniaellulaire. Pour se différencier, une
cellule souche doit perdre sa capacité d’auto-reglement et de prolifération. Une étude
portant sur des cellules souches embryonnairesutesqLin et al., 2005) a montré que p53
pouvait se fixer sur le promoteur du gedanoget inhiber son expression. Ce géene étant
responsable de I'auto-renouvellement des cellidestses, son extinction par p53 entraine la
cellule dans la voie de la différenciation. Unedétuécente a mis en évidence dans des
cellules embryonnaires humaines, que I'expressompsB était directement corrélée, d'une
part & 'apoptose spontanée de ce type de cekdlsjgnificativement, au pourcentage de

cellules en différentiation (Qin et al., 2007).

11.3 p53 et cancers

La protéine p53 est retrouvée mutée dans plusOdé @les cancers. Ces mutations
d’étiologie et de nature variée comme nous l'aveasplus haut, affectent des domaines
variables de p53. L’inactivation de p53 peut audse due a sa liaison avec certaines
protéines virales telles que la protéine E6 dulfmpavirus humain a l'origine des cancers du
col de l'utérus (Scheffner M., 1998). C’est égalatrla voie de signalisation de p53 qui peut
étre perturbée par altération de I'expression diwegam2 qui est surexprimé ou éteint. Nous
allons maintenant examiner les mutations les phégjuientes qui sont responsables de
I'inactivation de p53, ainsi que leurs conséquerstgssa phosphorylation et sur son activité
biologique. De fagcon générale, la domaine de liaidd’ADN (figure 11) est le site le plus
couramment muté de la protéine p53 (Bode et alQ4ROsuivi par le domaine de
tétrameérisation (3,2%), le domaine riche en prolieelomaine de transactivation (1,7%) et le

domaine de régulation en C-Terminale.
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(MOm2| |p300/CEP| Acetyfaticn
Ubiquityation
175 248 273 B2
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% mutations
1.7% a5.1% 3.2%

Figure 11 : Sites de mutations fréquents de la prétne p53
(D'apres Vousden et al., 2002)

[1.3.1. Les mutations et les mutants de p53

Les mutations ponctuelles faux-sens sont tres swwvéorigine de I'inactivation de
p53 (73% des mutations). Statistiquement, elles@ment plus particulierement des codons
clés (« hot-spot »), tels que 175, 248, 273. llst sconsidérés comme ceux les plus
frequemment mutés (Dridi et al, 2006), et sont anse dans I'’émergence de nombreux
cancers. Il faut préciser que les protéines p53ewitésultantes, présentent trés souvent une
activité dominante négative.

Le mutant p53273His est le plus frequemment retrouvé. Sa conformatpatiae
reste native. Cependant, malgré une activité trgagmnelle résiduelle lui permettant de
transcrirep21, elle est incapable d’induire un arrét du cyclButare en G tétraploide, lors
d’'une agression par des radiations ionisantes. efaigt elle assure ce point de contrdle,
lorsque le stimulus appliqué est une drogue de iphéiteur de formation du fuseau
mitotique. Ainsi, les formes p53 sauvages ou mp&svent garder leur capacité, par des
modifications post-traductionnelles, de discrimimatde la nature du stress cellulaire.

Le mutant p53Arg273Leu, maintient également une conformation spatialéveat
mais est incapable d’induire la transcription.

Le mutant p53Argl75His adopte une conformation spatiale mutante, empéchant
toute interaction avec I'’ADN.

Le mutant p53Arg248Trp ne peut se lier aux régions promotrices malgrédetien
de sa conformation spatiale native

Enfin, le mutant p53/all43Ala, est capable d’entrainer un arrét au stade Gl
tétraploide consécutivement a un traitement auxatiads ionisantes mais pas aprés un

traitement par les inhibiteurs de formation du &usenitotique.
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Les différentes caractéristiques biologiques etctionnelles de ces principaux

mutants sont résumées danslgleau 2

Capacité de se

— Conforr-nation Iier.a une sous- | I?omaine de Acftiv-ité
spatiale unité sauvage liaison a ’ADN transcriptionnelle
de p53
p537eHe Native Oui Actif Oui
p53F73teu Native Oui Actif Non
p53-7eHs Mutante Oui Inactif Non
p53*eTP Native Oui Inactif Non
p5343Aa Mutante Oui n.d n.d

Tableau 2 : Principales conséquences biologiquessdmutations les plus fréquentes de p53.
n.d: non déterminé (Adapté de de Dridi et al., 2006)

Nous avons vu, plus haut, I'importance des phogpéations de résidus spécifiques
dans I'établissement de la stabilisation de p5Bretiation de ses fonctions biologiques. Il
est donc intéressant de décrire les états de pbodation de p53 dans les cellules

cancéreuses humaines.

[1.3.2 Les phosphorylations des mutants de p53

La description systématique des schémas de phodatimn des protéines p53
mutantes pourrait probablement aider a la compsibende la plus grande stabilité des
protéines p53 mutées au sein des tumeurs (Buschetaaln, 2000). Il est curieux que les
protéines p53 ayant maintenu un phénotype sauvags tbs cellules cancéreuses, Yy
présentent un capacité transcriptionnelle moindrergpport a leur homologue dans les tissus
sains (Bullock et al., 1997 et Satyamoorthy et 2000). De fagon générale, il a été trouve
dans les tissus cancéreux un degré de phosphoryldé p53 nettement supérieur a celui
détecté dans les tissus normaux, Cette augmentdtandépendante du statut mutationnel de
p53 dans les tumeurs (muté ou sauvage). Parmi leespporylations, les résidus les plus

phosphorylés sont la Serl5, la Thr81, la Ser392 site d’acétylation au niveau des acides
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aminés 320, 373, 382. Ceci revét une importanceécpheére, puisque la Sérine 15 est un
résidu dont la phosphorylation est préalable atdiimction avec d’autres kinases,
phosphorylant alors d’autres résidus. La thréordfhe quant a elle, est directement liee a
I'activation transcriptionnelle de p53.

Une étude systématique (Minamoto et al., 2001)saem évidence que le schéma de
phosphorylations de cellules cancéreuses ne rgiktela nature du type de tumeur, ni une
mutation particuliere. Cependant, I'analyse dedusiclés dans la fonctionnalité de p53
(Serl5 et Thr81) était en corrélation avec le stauté ou sauvage de p53. Par exemple, 100
% des tumeurs portant une mutation sur p53 étagmerphosphorylées sur la Serl5, et la
Thr81, et hyperacétylées sur le résidu 392. Un dynaombre de tumeurs présentent une
hyperphosphorylation de la Thr81 (environ 83%) etla serine 15 (environ 72%).En outre,
les phosphorylations de p53 sont séquentiellessi alfabsence de détection de
phosphorylation sur la Serl5 au moment de l'analygesignifie pas qu’elle n’a pas été

préalablement soumise a une phosphorylation.

11.3.3 Le cas particulier de p53 dans les neurabiass

Le neuroblastome fait partie des cancers malinpllesabondant chez le jeune enfant,
et est toujours toujours particulierement difficdetraiter. Malgré un traitement combinant
chimiothérapie et radiothérapie, on ne peut seghoévque d’'une survie d’environ 40 % a
long terme (Matris et al., 2007).

Une des caractéristiques moléculaires majeuregslieancers est que la protéine p53
n'est que rarement mutée, c'est-a-dire dans 1 ade$was (Tweddle et al., 2003). Ceci est
d’autant plus intriguant qu’environ 60 % des caacen possede. Des mutations de p53
apparaissent dans les neuroblastomes mais apridgsmiats chimiothérapeutiques ou
radiothérapiques. Néanmoins, les résultats expétan® tendent a montrer que la dynamique
(expression, phosphorylation, localisation intrhdaire) de la protéine p53 est tout de méme
affectée. De ce fait, une autre voie d’inactivatsh tres probablement impliquée.

En effet, la séquestration cytoplasmique de p58té avancée comme un des
mécanismes potentiels d’inactivation de p53 dans cancers. A lorigine de cette
séquestration on retrouve le masquage de I'extér@iTerminale, la résistance a la
dégradation via MDM2 ou encore linteraction aves Irécepteurs aux glucocorticoides
(Ostermeyer et al., 1996 et Tweddle et al.,, 20&&cemment, une étude a démontré que
I'inactivation de p53 dans les neuroblastomes éiaita une hyperubiquitinylation (Becker et

46



al., 2007), et ceci empéchait sa relocalisatioriéaiie. La levée de cette ubiquitinylation par
la protéine HAUS® induit une stabilisation de p53, un arrét du eymllulaire et l'initiation
d’une signalisation de mort.

Dans tout les cas I'abolissement des fonctiongsi dans les neuroblastomes peut

étre interprété comme une défaillance des mécasiss®irant sa translocation nucléaire.

En outre, comme de nombreuses tumeurs solidegumiblastome développe au fur
et a mesure de la croissance tumorale des zonexigyps. Celles-ci évolueront, soit vers
une mort de type nécrotique, soit vers une sigai#is de mort de type apoptotiqgue ou encore
vers une adaptation cellulaire en se dédifféeremcian en favorisant un métabolisme

glycolytique, et une résistance aux drogues accrues

32 HAUSP : Herpes virus-Associated Ubiquitin-Specifiotease
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PARTIE Il : Apoptose et mécanismes de régulation

A partir de la fin des années 1970 et notammerat sulte des travaux de I'équipe
d’Horvitz H. R., le concept de mort cellulaire et don contrdle est devenu central dans la
physiopathologie du cancer. Néanmoins, le canceriaau cellulaire, pourrait ne pas étre
défini de maniére négative, mais plutdt présentédrae un exces de vie corrélé avec un
défaut de la réponse a l'induction de mort. Avantdéerire et de discuter les principaux
acteurs et les voies de mort cellulaire, il convida faire un bref rappel de I'histoire de la
recherche sur la mort cellulaire contrélée.

C’est en 1972, qu'a été propose le terme d’ « tyzep» par Kerr, Wyllie et Curie. En
grec ce terme signifie « chute des feuilles » loesdjautomne arrive. Ainsi, les auteurs
décrivent ce type de mort cellulaire différent denkcrose, seule forme de mort caractérisée
jusqu’alors. Dans les années 1980, Wyllie a proppge la condensation de la chromatine,
observée lors du processus d’apoptose, avait gnéisation biochimique. En effet, elle était
suivie d’'une fragmentation, qui n’était pas aléapomais réguliere donnant naissance a des
fragments d’ADN de 200 bp ou ses multiples. Malge§ découvertes intéressantes sur un
nouveau mécanisme de mort, 'apoptose ne fut gsepeu étudiée.

Il a fallu attendre que la communauté scientifiggegende compte que ce processus de
mort cellulaire était actif et génétiquement colérdgour que de nombreuses recherches
soient entreprises. Ce sont les travaux de Hoetiide son équipe, sur 'embryogenése d’un
nématodeCaenorhabditis elegangui ont mis en évidence la particularité qu’aursade son
développement, ce vers subissait la mort d'un nentbujours identique de cellules et que
celles-ci étaient toujours les mémes. Au fur eteune des avancées scientifiques, une série
de geénes contrélant I'ensemble des étapes de lda deoC. elegansfut caractérisée.
L’ensemble de ces travaux ont permis de décrirgeles impliqués dans la mort cellulaire
programmeée che€. elegansau cours de son développement, et un géne imptigné son
inhibition. Parmi eux, les génesgl-1**, ced-3 ced-4#* ont été décrit comme étant pro-
apoptotique alors queed-9 était anti-apoptotique. Trés rapidement des gémd®logues
(figure 12) ont été recherchés au cours de I'embryogenéseihent@est en 1984 qu'on a
découvert, a partir d’'un point de cassure de lastoation t(14,18) (dans les lymphomes de

3 EGL : C.elegansEgg Laying defective
% CED : C.elegansCEll Death genes
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type 2 de cellules B humaine), le gémd-2 (B-cell lymphoma R Cette découverte fut le
point de départ de nombreux travaux sur la mottileéle. En effet, une fois transfecté dans
des cellules hématopoiétiques, ce gene prolongeatéere significative la durée de vie des
cellules, non pas en favorisant la prolifératiomjsren bloquant la mort cellulaire. A partir de
1990, le nombre de travaux sur I'apoptose ont amggnee facon exponentielle avec la
parution chaque mois de centaines de publicationke sujet.

Enfin, la reconnaissance du réle primordial denlart cellulaire « programmeée » et
des éléments qui la contréle, en physiologie enédecine, a été apportée en décembre 2002,

par I'obtention du prix Nobel de médecine par Bemsulston et Horvitz.

Nématode Mammiféres
Stimuli

apoptogeénes  pfirochondrie

% Sub“sytrats

Apoptose

Figure 12 : Les génes impliqués dans I'apoptose ch€. eleganst leurs orthologues chez les mammiféres.
(Adapté d’'apres Riedl et al., 2004)

Aujourd’hui, des résultats récents invitent a eages de nouveaux mecanismes de
mort. En effet, la nécrose semble également ca@r&ouvent par des acteurs impliqués dans
les processus d’apoptose (comme les caspases)pdtlieait, en, outre, étre impliquée au

cours du développement dans la formation des sillaterdigitaux (Chautan et al., 1999). De
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plus, l'autophagie, mécanisme de survie des csllelecaryotes (notamment en période de

déprivation), peut aboutir a un processus de mquard entiere, bien que la signalisation

impliquée n’a pas encore été clairement définien@akez-Polo et al, 2005).

L’apoptose nous a-t-elle livré tout ses secren?attendant, la réponse de trouve

peut-étre dans la compréhension des mécanismesrialternatifs.

Actuellement, on dénombre au moins onze types et mellulaire clairement

caractérisées, comprenant en plus de la nécrosd'apleptose et de l'autophagie, des

processus possédant des signalisations qui lemtspsopres tels que, I'anoikis, I'excito-

toxicité, la cornification des kératinocyt@ableau 3)... (Melino et al., 2005).

Caractéristiques Apoptose Cornification
morphologiques et | Nécrose| Apoptose Anoikis® | indépendante| Autophagie des
biochimiques des caspases kératinocytes
Régulation moléculaire non oui oui oui oui oui
Exposition des résidus
- + + + + nd
phosphatidyl-serine
Réarrangement des lipides - - - - + +
Intacte mais
Perte de l'intégrité . . . . . liaison
membranaire Iysee Intacte Intacte Intacte Intacte covalente entrd
phospholipides
Stress du réticulum
_ +/- +/- n.d n.d
endoplasmique
Collapse du potentiel
P P +/- +++ + + + n.d
membranaire mitochondrial
Perte de l'intégrité
9 +/- ++ ++ ++ - n.d
mitochondriale
Perte de l'intégrité nucléaire + - - - - +
Condensation de la +++ et
. +/- S ++ ++ - n.d
chromatine marginalisation
Fragmentation de I'ADN - +++ +++ +++ - n.d
Formation du DISC - +/- - n.d - -

Tableau 3 : Principaux événements associés aux typde mort cellulaire les plus courantes.
n.d: non déterminé (D’aprés Melino et al., 2005)

% Anoikis : terme grec signifiant « sans domiciledéfinit une apoptose par perte de 'adhérendelaik.
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|. Caractéeristiques principales de I'apoptose, deal nécrose

et de l'autophagie

|.1 L’apoptose

L’apoptose (ou « mort de classe | ») posséde unectggistigue fondamentale par
rapport aux autres types de mort, c’est la transhtion ultime de la cellule en corps
apoptotiques ou structures mini cellulaires. Cetiesontiennent des organites, des fragments
de noyaux et de cytosol entourés d’une membrarsmpd@e leur conférant une permeéabilité
intacte. Ces changements n’entrainent asvivo le déclenchement d'une réponse
immunitaire inflammatoire. Ceci implique une suitévenements communs aux différents
types de mort cellulaires décrit@ableau 3) Elles comprennent notamment, la condensation
de la chromatine, la ségrégation périphériqgue dehtamatine au niveau de I'enveloppe
nucléaire et la fragmentation de I'ADN en séquenckgonucléosomiques (Susin et al.,
2000 ; Melino et al., 2005). En parallele de cedifications nucléaires, le compartiment
cytoplasmique subit lui aussi de profondes alténati(figure 13). Il s’agit d'une
condensation, d'une perte deau, avec inversemant rapport nucléocytoplasmique,
apparition des premiéres vacuoles, aboutissantfaluxs corps apoptotiques. La cellule
s'arrondie de plus en plus et les organites, teks lgs mitochondries, commencent a se
dilater, mais restent intactes. L'intégralité denhembrane plasmique est conservée, les
résidus phosphatidylsérines localisés du coté sgapque subissent un mouvement
membranaire (‘flip-flop’) les exposant au niveaufduillet extérieur de la membrane, tandis
que la sphingomyéline effectue un mouvement invdraedégradation de cette derniére en
céramides, permet damplifier le signal de mort.sCévenements participent a la

reconnaissance par les macrophages des cellulptotipaes (Galluzzi et al, 2007).

D’un point de vue intracellulaire, le pH devientaterement acide, le collapse du
potentiel membranaire mitochondrial entraine |&riion dans le cytoplasme de petites
molécules pro-apoptotiques (cytochrome ¢, SmacibjakiF...). Ces relarguages entrainent
I'activation de protéases spécifiques (les caspasgs vont soit cliver (et donc activer)
d’autres caspases, ou des substrats cellulairestiskent dans les deux cas a la mort

cellulaire.
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Ainsi, I'apoptose se présente comme un procesdiifs aécessitant la synthése de
protéinesde nove l'activation de protéases spécifiques, I'inhibiti de protéines anti-

apoptotiques, le recrutement de nombreuses mokedelsignalisation.

Figure 13: Observation en microscopie électroniqud’une cellule en apoptose.
N : Noyau ; C : compartiment cytoplasmique. On pehgerver la condensation de la chromatine en & rou
de charrette » (fleches) et la diminution du voludnecytoplasme. L'échelle représente 1 um.
(D’aprés Edinger et al, 2004)

|.2 La nécrose
La nécrose, «dégénération du corps » en grec,umstype de mort cellulaire

habituellement décrit de maniere négative. En eftesque la mort cellulaire observée ne
présente pas les caractéristiques morphologiquebiazhimiques de l'apoptose, elle est
qualifiée de mort par nécrose, par défaut. Cepdndartains travaux récents, suggereraient
qgue la nécrose serait un processus de mort corar@art entiere (Degterev et al, 2005),
partageant méme avec l'apoptose des voies de isigihahs communes. Cette voie serait
alors nommée « nécroptose », en référence au tdrap@ptose, mais il n’existe pas de
consensus scientifique a ce jour. Il convient deide®la nécrose comme une mort induite par
un stress cellulaire important ou soutenu. Elledeitnin vivo & une réaction inflammatoire
provoquée par la libération, dans le milieu extilatare, du contenu cytoplasmique, elle est
ainsi qualifiée de «mort bruyante ». Les changdsestructuraux majeurs y étant
classiguement associés sont une condensation neod##éla chromatine mais sans
redistribution marginale et une rupture de la memérnucléaire. Il se produit aussi un
gonflement des organites, ainsi que de leur dégatiod, une augmentation de volume du

cytoplasme et la rupture de la membrane plasniiimiere 14).
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Figure 14 : Photographie de microscopie électroniguid’une cellule en nécrose.

N : Noyau ; C : compartiment cytoplasmique. Lauellest totalement lysée et le contenu cytoplaseniqu
libéré dans le milieu extracellulaire (fleches)éthelle est de 1um.
(D’'aprés Vitale et al, 1998)

|.3 L’autophagie

Le terme d'autophagie signifie littéralement « sanger soi-méme ». C’est un
processus cellulaire permettant la survie de lduleeleucaryote lorsque, notamment, la
disponibilité en nutriments ou en facteurs de canse s’affaiblit (Blommaart et al., 1997 ;
Meijer et al, 2004). Elle est impliguée égalemeans la dégradation des protéines et
macromolécules a demi-vie longue. De plus, elletrdmure a I'élimination des organites
endommagés, potentiellement deélétéres pour la leelleomme par exemple, une
mitochondrie produisant en excés des especes ogggemeactives). Au cours de
'autophagie, I'élément cellulaire & dégrader vee éntouré par une double membrane
phospholipidique formant une vacuole appelée «pnagosomes ». Cette structure va migrer
a travers le cytoplasme vers le compartiment lys@do Apres fusion membranaire, ce
dernier va déverser ses protéases dans la vacadigsin (« autolysosome »), et ainsi en
dégrader le contenu (Dunn W. A., 1994).

D’un point de vue mécanistique, les acteurs mdddms impliqués dans I'élaboration
de la réponse autophagie ont été essentiellemeattéeasés par des études sur la levure
Saccharomyces cerevisiBsukada et al., 1993 ; Harding et al., 1996)ni?des nombreuses
protéines identifiées régulant 'autophagie, delentie elles sont exprimées durant la plus
grande partie du processus et constituent des mangu’autophagién vitro. Il s’agit de

Beclin-1*%, un orthologue d’Atgé chez la levure, associé appareil de Golgi dans un

% Beclin-1 : Bcl-2 coiled-coil interacting protein-&’est un géne suppresseur de tumeur.
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complexe multiprotéique contenant la PF3KElle contrdle la formation de I'autophagosome
dans le cytoplasme. Une autre protéine associéemézmtubules MAP-LC%, est clivée et
est associée a la membrane de l'autophagosomey'gusg fusion avec le compartiment
lysosomal.

Lorsque le processus d’autophagie est infructugyeut conduire a la mort de type
autophagique (ou mort de type Il). La cellule préseune vacuolisation intensiégure
15A et 15B) et I'accumulation d’autophagosome dans le cywpka conduit a la mort
cellulaire (Codogno et al, 2005). Il ne semble gpparaitre pas de modifications nucléaires
majeures, telles que la condensation de la chromata fragmentation de 'ADN ou la
rupture de la membrane nucléaire. Les voies deabsgitions conduisant la « mort de type

Il » ne sont pas encore totalement caractérisémar(e et al, 2005).

Figure 15: A. Photographie de microscopie électrogue d'une cellule présentant une autophagie
intensive. N: Noyau; C: compartiment cytoplasmique. Le pjasme est rempli d’autophagosomes
fusionnant pour certains avec le compartiment lgsw (fleches). L'échelle représente 1 pmMarquage de
la protéine MAPLCS3-II en vert, typiguement associéea la membrane des autophagosomes, dans la lignée
de neuroblastomeSHSY5Y Le noyau est marqué en bleu par le Topro-3. Olj&eaX.

(A. D’apres de Edinger et al., 2004, B. Photo penzlle)

3" PIP3K : Phosphoinositide-3 Kinase
% MAP-LC3 : Microtubule-Associated Protein- Light &h 3
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ll. Les acteurs moléculaires impliqgués dans le corile de

I'apoptose

L’élimination des cellules endommagées ou sénessgepar apoptose, et inversement,
la prolifération et la différenciation de cellulssuches en cellules fonctionnelles, assurent le
maintien de I'homéostasie cellulaire. Cet équililpteysiologique est assuré par ces deux
processus complémentaires, qui sont strictementr@és par des acteurs moléculaires,

partiellement communs.

En ce qui concerne I'apoptose, les régulateurs cutdées de I'élaboration de la
réponse apoptotique appartiennent, le plus soueela,famille de protéines de type Bcl-2.
Leur activation est sous la dépendance de « détschaoléculaires » de stress, telle que la
protéine p53 (dont I'implication dans I'apoptoseasdétaillée dans cette partie). Enfin, les
effecteurs majeurs sont représentés par une fadelf@otéases, les caspases, impliquées dans

les phase d'initiation et d’exécution de I'apoptose
11.1 les régulateurs de I'apoptose : La famille BeR

11.1.1 Généralités sur les membres de la familleBc

Le genebcl-2 a été initialement caractérisé dans des celllddgrdphome de cellules
B humaines de type 2. Dans cette pathologie, l& dé&msloqué est sous la dépendance du
promoteur du gene codant pour les chaines lourdes ichmunoglobulines. Cette
surexpression bloque I'apoptose (Strasser et &l7)18t provoque la résistance des cellules
suite a différents stimuli (déprivation en facteler croissance, l'irradiation ou les molécules
anticancéreuses). Le gebel-2 a été le premier membre décrit d’'une famille deegecodant
pour des régulateurs de I'apoptose (Larsen C. 994)1 lls possedent de nombreux
orthologues au sein des organismes invertébrégsinmammiferes. Les membres de cette
famille se divisent en deux sous-groupes fonctitspies membres pro-apoptotiques et les

membres anti-apoptotiques.
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[1.1.2 Structure des protéines de la famille Bcl-2

Quatre régions conservées ont été identifices Bah@ et ont été retrouvées chez
difféerents membres de cette famille. Elles ont d&dsignées BH1, BH2, BH3 et BH4 pour
« Bcl-2 Homology ». Ces domaines protéiques sonpliqués dans la régulation des
interactions entre les membres pro- et anti-apmptes de la famille et avec d’autres
protéines cellulaires régulatrices de l'apoptoseryCet al, 2002). Sur des bases de
caractéristiques structurales et fonctionnelledataille Bcl-2 est habituellement divisée en
trois principaux sous groupdfgure 16). Le premier, d’entre eux, regroupe les protéines
anti-apoptotiques comme Bcl-2, Bal-présentantes régions d’homologie BH1, BH2 et BH3
ou BH4 (sauf Bcl-%). Le second regroupe les protéines pro-apoptaigoenme Bax, Bak,
Bok, Bcl-Rambo, caractérisées par la présenceudsepirs régions d’homologies BH1, BH2,
BH3, a I'exception notable de BH4. Enfin, le derngous-groupe appelé le groupe des
protéines « BH3-only » est constitué d’un nombreissant de protéines comme Bad, Bid,
Bik, Bim, Noxa, PUMA, Bcl-G etc... Elles sont cong@@s d’'une unique région d’homologie
BH3, et contribuent a I'activité pro-apoptotique Bax et/ou de Bak en favorisant leur

oligomérisation.

Bcl2 -l T
) Bel-X, I —{ 11 -
i BekW .
apoptotigues Al -
hick1 ] 1= i
| Boo -0 1T™
[ Bax —_—t—{ ™
Bok ] l—{ -1
Bel-X {3 {} T
| Bak =0 - T™
_BCI—GL =1 [}
Pro- Bk =1 {1
apoptotiques| [~ Bad i —
Bik p—
Bid = L
Hrk —_——TM Protéines
Bim — ™ BH3
Moxa —_{
PUMA =
Bmf 1

B cH1 [CIBH2 [IBH3 [0 EBHA

Figure 16 : Représentation schématique de la strugte de différents membres de la famille Bcl-2.
(D'apres Strasser, A., 2005)
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11.1.2.1 Les membres pro-apoptotiques

Les protéines dont la fonction est de promouvé@pdptose sont représentés
principalement par: Bax, BclxBik, Bak, Bad, Bid et Noxa (Zinkel et al, 200d)s
possedent plusieurs des domaines d’homologie fpestéa « multi-domaines ») a Bcl-2,
notamment BH3. Ce domaine est suffisant pour qgsdliteragissent leur interaction avec les
membres anti-apoptotiques, ainsi que pour exerear fonction pro-apoptotiques. Les
protéines dites « BH3-only», comme Bad ou Bid smalement des activateurs potentiels de

la mort cellulaire comme nous le verrons plus loin.

11.1.2.2 Les membres anti-apoptotiques

Ceux-ci incluent majoritairement : Bcl-xBcl-w, Bfl-1, Mcl-1 et Bcl-2. Les domaines
d’homologie BH1 et BH2 sont essentiels a leur fammcanti-apoptotique et a leur interaction
avec Bax. Le domaine BH4 de Bcl-2 est indispensalden hétérodimérisation avec Bax et a
I'inhibition de I'apoptose. Celui-ci correspondapremiere hélice-des ces membres et est

largement responsable du contrdle de leurs aciaitdi-apoptotiques (Huang et al., 1998).

[1.1.2.3 Les protéines « BH3 only »

Il existe huit protéines « BH3 only » chez les nifares (1 seule chez €legan}. Ces
protéines peuvent agir sur I'apoptose par deux msweees (Borner et al., 2003). Le premier
consiste en [linactivation des protéines anti-apbguies par liaison directe, l'autre par
activation de protéines pro-apoptotiques telles Bae ou Bak. Ces protéines « BH3 only »
peuvent étre classées en deux sous-groupes :aesvateurs » (Bim, Bid) qui interagissent
directement avec les protéines pro-apoptotiqudssek sensibilisateurs » qui n’interagissent
gu'avec les protéines anti-apoptotiques, entraifant déplacement et la libération de

protéines pro-apoptotiques.

La plupart de ces protéines contiennent une streicn hélicex hydrophobe a leur
extremité C-terminale. Celle-ci leur permettraiintéragir avec de nombreux compartiments
intracellulaires, tels que, le réticulum endoplagmei, le noyau ou la mitochondrie (Akao et
al., 1994).
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11.1.3 Régulations fonctionnelles des protéinesadamille Bcl-2

11.1.3.1 Le concept initial de la dimérisation

Les mécanismes de régulation de l'activité desémes codées par les genes de la
famille Bcl-2 reposent essentiellement sur des ragteons (homodimérisations ou
hétérodimérisations) entre les membres de cettdldai@ar exemple, le dimére Bcl-2/Bcl-2
inhibe I'apoptose, le dimere Bcl-2/Bax égalemeitysaque I’homodimere Bax/Bax est un
promoteur de l'apoptose. Au cours des année 198Quipe de Stanley J. Korsmeyer a
proposé un modéle de «rhéostat moléculaire » cdurdae de la réponse apoptotique
(Korsmeyer et al., 1993). D’aprés ce modeéle, laiation de la cellule vers la survie ou la
mort résulte du rapport entre les niveaux des atetivs et des inhibiteurs de I'apoptose
(figure 17). Toutefois ce modéle ne tient pas compte des matifics post-
transcriptionnelles et post-traductionnelles detews impliqués, ni de leurs localisations
intracellulaires, notamment des protéines « BH3 en(Puthalakath et al., 2002). De plus,
ces protéines ne comportant qu’'un domaine BH3, ceBad ou Bid, ne peuvent pas former
d’homodimeres et ne possédent pas dactivité popipique intrinseque. En fait, ils
rempliraient leur réle pro-apoptotique en formaaes dimeres avec des membres inhibiteurs
de l'apoptose (comme Bcl-X Ainsi, ils réduiraient la capacité de ceux-cfaimer des
homodiméres protecteurs, et dans le méme tempsidaxaent la constitution de dimeres

pro-apoptotiques.
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Figure 17: Représentation schématique du modéle derhéostat » moléculaire.
(Adapté d’'aprés Lowe et al., 2004)

11.1.3.2 Par phosphorylation

En plus des niveaux d’expression respectifs dguhanembre et de leur capacité a
former des dimeres, le réle des protéines de tattdle peut également étre modulé par des
modifications post-traductionnelles, telles que [@sosphorylations (la phosphorylation
empéche la dimérisation). Bien que de plus en glarticles décrivent la phosphorylation de
Bax, nous évoquerons ici I'exemple le plus documaeiat cette famille : la phosphorylation de
la protéine Bad, qui a été étudiée dans notre éqiMialissein et al., 2003).

En présence de facteurs de croissance liés alécepteurs membranaires, Bad est
phosphorylée par la voie de la kinase Akt/PKB. Cadraine I'association de Bad avec la
protéine cytosolique 14-3-3. En période de stnegshique, Bad n’est plus phosphorylée et ne
peut étre alors séquestrée par la 14-3-3. Unddalemaine BH3 de Bad ainsi libéré, celle-ci
peut interagir avec Bclrx inhibant ainsi son action protectrice, libéransan tour Bax et

Apaf-1. D’autres travaux suggerent que la prot@ar peut également étre séquestrée dans le
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cytoplasme par l'isoforme 14-33indépendamment de la phosphorylation de Bax (Namu
et al., 2003).

Un autre exemple de régulation par phosphorylagsh celui de Bcl-2. Apres
traitement des cellules avec du Taxol (agent chiméi@peutique) ou l'utilisation d’acide
okadaique (inhibiteur de phosphatase), la prot8ce2 est phosphorylée sur des résidus
sérine 70 et 87 (Basu et al., 2006), rendant Botapable d’inhiber I'apoptose.

11.1.3.3 Par clivage

Un autre mécanisme de régulation des protéines fenilille Bcl-2, est leur clivage,
entrainant leur activation fonctionnelle. L'exempdeplus documenté est celui de Bid qui
devient active aprés protéolyse spécifique. Lorgidigiation de la signalisation apoptotique
par les récepteurs de mort, et si la réponse deengendrée n’est pas suffisante, la caspase-8
clivera alors Bid (tBid) au niveau de son extrén@itéerminale. Le domaine BH3 de tBid est
alors démasqué et 'augmentation de sa surfaceoplgdbique provoque sa translocation du
cytosol vers la membrane mitochondriale. En cecguicerne Bax, il semblerait que dans le
cas d’'une apoptose induite par I'étoposide oudarsisporine, une étape de clivage au niveau
N-terminal interviendrait via une calpaine mitoctinale. Le fragment C-terminal de 18 kDa
généré n’interagirait pas avec Bcl-2 (contrairemanta forme non clivée), mais serait
transféré a la mitochondrie favorisant la libénatae facteurs pro-apoptotique tels que le
cytochrome c et I'activation de la caspase-3 (Webdl,. 1998 ; Cao et al., 2003 ; Toyota et
al., 2003).

[1.1.3.4 Les isoformes protéiques

Jusqu’a présent peu de travaux ont porté surléed@ ces protéines au cours de la
mort cellulaire contrdlée, en fonction de I'isofa@raxprimée. Il a été mentionné que PUMA
présentait deux isoformes, et p (Nakano et al., 2001), sans que leur rOle soihatérisé.
Parmi les protéines étudiées, se sont les isofod@ad¥ax qui sont les plus décrites, mais sans
que leur role exact ne soit toujours caractériséquipe de F. Valette a Nantes, a décrit en
détail I'isoforme Baxy (Cartron, 2002)et a également abordé le mécanisme d’activation de
bax par des changements conformationnels. Ceuwrent particulierement étudiés pour
I'activation de I'isoforme mitochondrial, Bax- Selon ce modele, a la suite d'un stimulus
apoptogene, Bax-subit, dans le cytosol, des modifications confdrommelles entrainant
I'ouverture de son hélice-(Ha9) exposant ainsi son domaine formant le pore eheant

I'accessibilité a son domaine BH3 (Cartron et2005).
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11.2 Les effecteurs de I'apoptose : les caspases

Les caspases forment une autre famille protéigmsezgée au cours de I'évolution.
Elles sont les principales exécutrices du prograrapaptotique initié par les protéines de la
famille Bcl-2 (Rupinder et al, 2007). Toutefois, akiste des caspases initiatrices (dites
d’amont), activées principalement lors de I'activatde la voie des récepteurs de mort. Elles
correspondent a des cystéines protéases clivams Isubstrats aprés un résidu acide
aspartique, d’'ou le terme decystéineAsp-protéase» ou caspases. Plus de 14 caspases ont

été caractérisées et beaucoup d’entre elles sésemes chez ’'Homme.

[1.2.1 Classification fonctionnelle des caspases

Les caspases peuvent étre classées en fonctiofeuwderéle dans la cascade
réactionnelle de la réponse apoptotigfigure 18A). On distingue, les caspases initiatrices
(caspases-2, -8, -9, -10) qui ont pour fonctiorctve@r de maniere hiérarchique et en cascade,
les caspases effectrices (caspase-3, -6, -7). tlsadtivées, ces derniéres reconnaissent sur
leur substrat cible un motif tétrapeptidique, genteant par un résidu aspartate définissant le
site de clivage. Les caspases effectrices partitipetivement a la destruction de la cellule,
en clivant spécifiguement différents substrats sgtigues et nucléaires (Riedl et al, 2004). En
outre, les caspases initiatrices et effectricedigéguent par la structure de leur prodomaine,
ainsi que les conséquences fonctionnelles en daéabulles caspases initiatrices possedent un
prodomaine long, contenant des motifs d’interadiqurotéines-protéines, tels que les
domaines DE®’ pour les caspase-8 et -10 ou le domaine CRRDur les caspase-2, -9.
Ainsi, elles peuvent d’étre recrutées au niveagataplexes protéiques de signalisation, puis
s’auto-activer. Les caspases effectrices possepemt a elles un prodomaine plus court, les
empéchant de s’auto-activer, et de s'oligomérigles nécessitent I'intervention d’autre
caspases ou du granzyme B par exemple.

Un dernier groupe a été défini comme des caspafi@smmatoires (caspase-1, -4, -5, -
11, -12, -13, -14). Celles-ci participent au colgrde la réponse immunitaire inflammatoire,
en clivant et activant des médiateurs de la comaation lymphocytaire tel que
l'interleukine-13 (caspase-1), I'interleukine-18gpase-4), l'interleukine-1F7b (caspase-5),

cytokines pro inflammatoires. Toutefois, malgrépsasence dans ce groupe de caspase, la

% DED : Death Effector Domain
“9OCARD : CAspase Recruitment Domain
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caspase-14 est impliguée dans la différenciatioatkécytaire (Nicotera et al., 2007) plutbt
que dans l'apoptose ou l'inflammation. De la mémani@re, la caspase-12 (localisée au
niveau du réticulum endoplasmique), régule l'apsptinduite par un stress du réticulum
endoplasmique. Elle est provoquée par l'accumulatite protéines anormales ou de
perturbations de I'homéostasie calcique. Elle sermipliquée dans de nombreuses
pathologies du systéme nerveux central comme paaladie d’Alzheimer.

Séquence de
substrat  Fonction  Type de caspase

Structure des

procaspases spécifique
119 297 317  4u4
182 316331 435 DEHD
Caspase-2 VDVAD Apoptose Initiatrice
28 175 277 DEVD
Caspase-3 ':@ DNQD Apoptose Effectrice
270290 377 .
Caspase-4 (W/L)EHD Inflammation
311331 418
23 179194 293 eI
Caspase-6 ™ VEHD Apoptose Effectrice
23 198 303
216 374385 479
Caspase-8 [QbjSsRl=oBe( X~ ) (/LETD Apoptose Initiatrice
315331 416
Caspase-9 TPOCT)T  LEHD  Apoptose Initiatrice
219 415 521

O:LLELTRIN DED , DED G IEAD Apoptose Initiatrice
242

Différentiation
) ?
Caspase-14 -=G " kératinocytaire

Figure 18A : Structure protéique et classificationdes procaspases
Les séquences de substrat spécifiques ainsi quddenaine d'implication fonctionnel sont également

mentionnés. (D’aprés Hill et al, 2003)
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[1.2.2 Structure et activation enzymatique des aspases

Les caspases sont synthétisées sous forme d'ayenerinactive ou zymogene. Ces
procaspases sont composées de trois segmentsppuRrci une petite sous-unité en
C-Terminale, une grande sous-unité renfermantdecsitalytique et un prodomaine situé dans
la partie N-Terminale. L’activation des caspasedé&eule en deux étapégure 18B): il se
produit d’abord deux clivages, par une autre casjite « initiatrice » ou par auto-clivage
(caspase-8), au niveau des résidus aspartatenidarpetite sous-unité. Un dernier aspartate
est la cible d’'un troisiéme clivage libérant le gomaine permettant ainsi a la petite et a la
grande sous-unité de s’hétérodimériser. Enfin, dapase catalytiquement active est un

tétramere de deux hétérodimeéres, possédant domrcsdes catalytiques.

Grande Petite

Prodomaine . s
s0uUs-unité sous-unite

I,2\ 4 L3 [,4\'
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Figure 18B : Activation des procaspases.
Activation par trois clivages protéolytiques suaifss suivis d’une tétramérisation pour former ésgase
active. Les bandes bleues représentent des donmmtégjues en boucles (« Loop », L1, L2, L3, Uds
fleches pleines représentent les sites de clivagies numéros correspondent a I'ordre dans lalguel
s'effectuent. L’astérisque rouge indique la cyst&n site catalytique, L2 et L2’ sont les domairesponsables
de I'hétérodimérisation.
(Modifié d’aprés Degterev et al, 2003)
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11.2.3 Quelques exemples types de substrats dasesp

Au cours de la réponse apoptotique, les caspdfeesriees peuvent étre comparées a
de petits ciseaux découpant spécifiquement dets pdtouts » de la cellule menantfine a
sa mort. Plus d’'une centaine de protéines subslestscaspases (Luthi et al, 2007) ont été
décrites, notamment lors de I'apopt@$ableau 4) Parmi elles, on peut citer une enzyme de
réparation nucléaire, la PARP (poly-ADP Ribose Rwyase). Elle est la cible majeure du
clivage protéolytique par les caspases effectripeis 'inactivent. D’autres protéines de
structure de I'architecture cellulaire comme, Iésgkne ou certaines lamines de I'enveloppe
nucléaire, la fodrine, la B-caténine, sont égaldrolivées. Les caspases effectrices peuvent
aussi inactiver par clivage, certaines protéinesagoptotiques, comme Bcl-2 ou Bal;x
contribuant ainsi a précipiter irréversiblementddiule vers la mort.

Parmi les caspases effectrices majeures, la @$§oest I'une des plus représentatives
de part la nature de ses substrats et ses voietsvdizon. En effet, elle catalyse le clivage de
nombreuses protéines essentielles pour la surlfidaiee comme la PARP, la PKCICAD*
responsables de la fragmentation de '’ADN, DNA-RKe active aussi la procaspase-6. Les
protéines impliquées dans la machinerie traducttb@ntels que des facteurs d'initiation de la
traduction, comme elF4Gl, elk2sont également des cibles de la caspase-3. P&aibles
sont impliquées dans le controle du cycle cellalaicomme p24*™, dans I'adhésion
cellulaire a la matrice, comme FAK (Focal Adhesi&imase) ou dans larchitecture
cytosquelettique, comme l'actine ow-Adductine. La procaspase-3 peut étre activéelavia
caspase-9, lorsque le stress appliqué passe paielanitochondriale de I'apoptose (discutée
plus bas), ou via la caspase-8.

La caspase-8, est tres souvent impliquée danggtalsation de mort initiée par
I'activation de récepteurs dits « de mort » paistia de leurs ligands. C’est, une caspase
initiatrice qui va alors activer, en cascade, lapege-3. Néanmoins, elle pourrait étre aussi
considérée dans certains cas comme une caspaseiedgfecar elle peut cliver et activer le
facteur pro-apoptotique Bid, qui va se lier a ded¢@nes mitochondriales. Ainsi, la caspase-8

constitue le lien entre les deux voies moléculainegeures de l'apoptose.

“LICAD : Inhibitor of Caspase-Activated Desoxyribaiease
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SUBSTRATS

TYPES DE PROTEINES

Bid, Caspases, DFF45, p28BAP@o-apo.)
Bcl-2, Bcl-x, FLIP., XIAP, IKKp (anti-apo.)
IL-1p, IL-16, IL-18 (pro-inflam)

Régulateurs apoptotiques et

inflammatoires

DNA-PK, Raf-1, Weel, Akt, RasGAP, PP2
FAK, RIP MEKK1

Protéines kinases et acteurs de la

transduction du signal

A-fodrine, Actine,p-actine, Lamine A, B, C,
Gelsoline, DNA polymérase |,

Topoisomérases | et Il

Protéines structurales, cytoplasmiques

nucléaires

et

PARP, DNA-PK, RAD51, ATM

P27, p21, Weel, MDM2

Huntingtine, APP

Facteurs de la réparation de 'ADN

Régulateurs du cycle cellulaire

Facteurs associés a des patholog

jies

Tableau 4 : Quelques substrats des caspases au de I'apoptose.

Il existe une base de données regroupant tousithetrats actuellement connus des caspases :

www.casbah.ig€site créé par Alexander Lthi)

[1.3 Les inhibiteurs de I'apoptose : 'exemple de$APs

L’activation ou l'inactivation des caspases esgfutée par de nombreuses protéines,

des ions (tel le G3), ou des facteurs tels que, les
CrmA* et les IAPS® .

protéines dentdléaBcl-2, la calpaine, le

Les inhibiteurs de l'apoptose ou IAPs représentane famille de protéines

inhibitrices des caspases (Clem et al, 1997 ; Huettal, 2007), initialement découverte chez

les Baculovirus (virus d’insectes). lls empécheéattivation « accidentelle » ou spontanée

des caspases, en établissant un seuil a partietoelles-ci peuvent dégrader la cellule. Chez

'Homme, cette famille regroupe pour le moment aning six membreffigure 19), tels que
clAP1, clAP2, XIAP?, NAIP®, |a survivine et la livine.

“2CrmA : Cytokine response modifier A
“31AP : Inhibitor of Apoptosis Proteins
“ XIAP : X-linked mammalian Inhibitor of Apoptotisrétein
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Tous les IAPs contiennent une ou plusieurs copéeka répétition caractéristique des
IAPs de Baculovirus : le motif BfR Ce motif correspond & un domaine conservé de
structure en « doigt de zinc », nécessaire etssuiftipour leur activité anti-apoptotique. En
effet, c’est par ce domaine que les IAPs se liert@spases au niveau des sites catalytiques
de ces dernieres, empéchant, par conséquentatctitation du zymogene. La survivine a été
décrite comme étant préférentiellement impliqguéesda régulation de la mitose plus que
dans celle de I'apoptose (Altieri, D. C., 2003). Butre domaine particulier se situe en C-
Terminal des IAPs, il s'agit du domaine RINGC’est via ce dernier que les IAPs sont en
relation avec des enzymes de polyubiquitinylatibime hypothese est que ce domaine
pourrait faciliter la dégradation des caspasesaptdiées. L'activité de ces IAPs cellulaires
peut étre négativement régulée par des protéingscimoindriales tels que Smac/DIABLO.
Ainsi, ces IAPs représentent un point de contr@ppE¥mentaire dans la régulation de

I'activité des caspases et du processus d’apoptose.

7
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Figure 19 : Représentation schématique des différéndomaines fonctionnels présents sur les IAPs.
UBC représente I’ &Biquitin ConjugatingDomain » nécessaire a leur dégradation par le [moitda 26S.

(D'aprées Deveraux et al, 1999)

“> NAIP : Neuronal Apoptosis Inhibitory Protein
“6 BIR : Baculovirus IAPs Repeat

“"RING : Really Interesting New Gene
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lll. Les voies de signalisations apoptotiques

Au cours du processus d’apoptose, il convient dérdjuer deux voies moléculaires
majeures responsables de son initiation et sonuéiréc Il s’agit tout d’abord d’'une voie
« extrinseque », impliquant a son origine des eptaurs de mort » membranaires, qui une
fois liés a leur ligands, entrainent I'activatiom ld procaspase-8 (ou FLICE) via des protéines
adaptatrices déclenchant ainsi la cascade apop¢otit’autre, est indépendante des
récepteurs de mort et est souvent qualifiée de wdigrinseque ». En effet, elle a été
initialement décrite comme étant induite par dessstmétaboliques (absence de facteurs de
croissance, agressions chimiques, irradiations UY,des chocs thermiques, I'’hypoxie ...),
aboutissant frequemment a des dommages a I’ADHN,padduction de radicaux libres. Cette
voie place la mitochondrie au centre de sa régulatEn regle générale, la nature des
caspases initiatrices activées est déterminée’gragagement spécifique d’'une de ces voies
apoptotiques. Nous allons examiner ces deux vaesahsduction du signal de mort, ainsi

que les interactions fonctionnelles existanteseegites.

lll.1 La voie apoptotique « extrinséque » ou la vie des récepteurs de mort

L’activation de la voie apoptotique « extrinseguggure 20) nécessite 'intervention
de récepteurs membranaires dits « de mort » (oip@R Death Receptor), appartenant a la
superfamille du récepteur du TNFS, La famille des TNF-R est une famille de plus degv
membres parmi lesquels les récepteurs de mort (RRAR5) partagent des séquences
d’homologie, dans leur domaine intracytoplasmiquesponsables de la signalisation
apoptotique. Nous nous limiterons a décrire de@ntié eux : Fas et TNFR-1 (Marchetti P.,
2005). Ces derniers sont les mieux définis et les paractéristiques de cette classe de

protéines.

48 TNF- : Tumor Necrosis Factar-

67



l1l.1.1 Recrutement de la voie des récepteurs de mo

A l'origine de l'activation des deux récepteurs mert (Fas, TNFR1) se trouve la
liaison & leur ligand spécifique : FdSlou TNF-2. L’activation de ces récepteurs est suilé
leur oligomérisation au niveau de la membrane pi@sen Ce recrutement entraine des
changements conformationnels dans leur domainaciytwplasmique initiant un signal de

mort.

[11.1.2 Transduction du signal apoptotique

Les modifications de conformation ont pour conségede recrutement de protéines

adaptatrices cytoplasmiques, telles que FADdn TRADD™, qui & leur tour vont recruter les
procaspases initiatrices -8 (ou -10). Les procas@asont alors s’oligomériser, via leur
domaine DED. Elles vont puis former avec les rémeyst et les protéines adaptatrices, un
complexe multi-protéique sous-membranaire nomméCDISe « Death-Inducing Signal
Complex ». En son sein, il y aura auto-activati@nla procaspase-8 en caspase-8 active.
Classiquement, on décrit un clivage sous-jacent sidsstrats cibles, en fonction du type
cellulaire®. Dans les cellules du type | (cellules de typepiwide), la caspase-8 fortement
activée, clive de maniére directe la procaspasetdjant I'exécution de I'apoptose. Dans les
autres cellules, de type I, la caspase-8 est ti&erde maniéere plus modeste et est incapable
d’activer directement la procaspase-3 (Fan et@52 Néanmoins, elle peut via la protéine
« BH3-only », Bid, activer la voie mitochondrialentrainant la libération de facteur comme
le cytochrome ¢ ou encore I'AlF, et I'exécution l@optose. Elle apparait comme une voie

d’amplification du signal de mort en sus de la voieochondriale.

“FasL : Fas Ligand

% FADD : Fas-Associated Death Domain

L TRADD : TNFR-Associated Death Domain

%2 Cette distinction est de plus en plus abandoandgofit d’'un type de réponse lié a la nature letguantité

de ligand. Par commodité, on décrira, cependarddes types de cellules.
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Figure 20 : Principe de I'activation de la voie apptotique dépendante des récepteurs de mort.
Les ligands se lient a leur récepteur correspongaovoquant un changement de conformation des
protéines adaptatrices associées au récepteul;gaiigation des caspases impliquées.
(Adapté d’'aprés Fan et al, 2005)

Malgré la similitude de leur mécanisme d’activatansein de cette voie, la nature des

ligands des récepteurs de mort et des protéingstadeaes, varient favorisant une régulation

plus fine du processus de mort. Citons I'exempldéaderocaspase-2. Celle-ci est recrutée en

réponse a la fixation d’'un ligand de mort a sorepéeur, via des protéines adaptatrices

cytoplasmiques particuliéres, telles que, RIRAIDD>* (Duan et al., 1997). Néanmoins, des

données actuelles sur la spécificité des substeats caspase-2 sont limitées.

3 RIP : Receptor-Interacting Protein
** RAIDD : RIP-Associated ICH1-CED3 homologous praoteiith a Death Domain
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La caspase-10, quant a elle, peut aussi étretéecmdépendamment de la caspase-8.
Dans la sélection négative des lymphocytes T atdotifs, la stimulation des récepteurs Fas
et TNFR active la mort cellulaire de type « caspE3elépendante ».

[11.1.3 Régulation de la voie extrinseque

Parmi les régulateurs connus de cette voie, oh qi&r la protéine FLIP. C’est un
homologue structural de la caspase-8, mais dépodevulomaine catalytique. Elle a la
capacité d’entrer en compétition avec la procaspuaisatrice, elle est alors recrutée a la place
de la caspase-8 au sein du DISC, entrainant ureneds’auto-activation (pas de domaine

catalytique) et I'arrét de la propagation du sigerakval.

lll.2 La voie apoptotique « intrinséque » ou voiemitochondriale

La voie des récepteurs de mort est activee parammbre relativement restreint de
ligands, a l'inverse la voie indépendante des r&cep de mort ou voie mitochondriale, est
recrutée par de nombreux signaux de stress. La gaduifisation de la membrane
mitochondriale apparait comme I'événement déclamck& de I'exécution de I'apoptose.
Cependant, de maniére moindre, la mitochondriawssi impliquée au cours de la nécrose et
de l'autophagie. Nous allons maintenant décriredliérentes formes que peut prendre cette

apoptose mitochondriale.

[11.2.1 La perméabilisation de la membrane mitodarile externe
La rupture de [lintégrité de la membrane mitochaald externe, MOM :
« Mitochondrial Outer Membrane » peut s’effectuelos plusieurs mécanismes impliquant

différents acteurs moléculaires.

[11.2.1.1 Le pore de transition de perméabilité citondriale

Le pore de transition de perméabilité mitochondrigdPTP) ou mégapore
mitochondrial(figure 21), est un complexe multiprotéique comprenant diff(sanembres
(Rasola et al., 2007). Toutefois, il semble quemaposition puisse varier, sans qu’on puisse

I'expliquer a ce jour, ni comprendre réellementrdée de certaines protéines. Il s’agit du

> FLIP : FLice-Inhibitory Protein
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VDAC, un transporteur d’anions, formant un can&li&idans la membrane externe, tandis
que I'ANT, est une protéine qui réalise I'échangendicléotides (ATP/ADP) au niveau de la
membrane interne. Au sein de ce complexe, se ratr@wssi, la forme ubiquitaire du
récepteur aux benzodiazépines (BPR), situé damgiabrane externe, alors que I'hexokinase
(HK) est présente sur la face cytoplasmique de éanbrane mitochondriale externe. La
créatine kinase (CK) est retrouvée dans I'espatnmembranaire. Enfin, la cyclophiline D

est localisée sur le feuillet matriciel de la meam& mitochondriale interne.

Eau, solutés

Membrane
externe

Espace
intermembranaire

Atractyloside \
Ca?*, Bax,

ROS Cyclosporine A
Membrane

interne Acide bongkrékic
ATP

Matrice

Figure 21: Le complexe protéiquiu mégapore mitochondrial.
BPR : Récepteur périphérique aux bdimzépines ; VDAC : Voltage-Dependent Anion Chdnne
ANT : Adenine Nucleotide Translocator channel ; HKexoKinase ; CK : Creatine Kinase ; Cph. D:

Cyclophiline D. (Document MH. RATINAUD, d'apres Bagher et al., 2000)
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Lorsque la cellule est intacte, le VDAC et I'ANT rfoent un pore de faible
conductance. Il peut s’ouvr{figure 22) sous l'effet de différents stress et/ou par ['itiser
d’'une protéine pro-apoptotique, comme Bax-Son ouverture, correspondant a une
augmentation de sa conductance, provoque un mouneitiens et de solutés entrainant un
collapse du potentiel membranaire mitochondrial.s Gigangements vont induire un
gonflement de l'organite et aboutir au relargagepdétes molécules apoptotiques, selon

plusieurs mécanismes proposes, qui ne s’excluenfifraemer et al, 2007).

= oA\~ ’;‘ =Y N O vDAC
> [ = R | \

in-@.H ADQI/:' ff'ﬁ\ Fermeture du :@h ' Q \ O ANT
I///\.{;}{D \ HY/ / @f-{‘x VDAC } (g ATP 1 / B Bax
o O HYD TP | —— | / f
% j \JA AR E{_/,;‘/ \ AW, Y/ | Cytc
\\‘ - "_U ~e = L. .;,;/f...'

ETHOL
Translocation de bax
i la mitochondrie .. .
Pore
Pore ° Bax/Bax
VDAC/Bax o o (c) . Pore

/-":- ~ ﬁ_;‘;\\ ° lipide/protéines

N — ® on
GO A T

Figure 22: Modéles de la permééisation de la membrane mitochondriale externe
(Document MH RATINAUD)
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[11.2.1.2 Les protéines de la famille Bcl-2

Il a été décrit un second mécanisme de perméaiilis de la membrane externe
mitochondriale, impliquant des membres pro-apogts de la famille Bcl-2. Auparavant, il
faut distinguer les protéines (ou les isoformesyspdant un domaine d’ancrage a la
mitochondrie (Baxt, Bcl-Xs...) et ceux n’en possédant pas (Bax-Bid, Bad, PUMA...).
L’exemple le plus étudié est baxfl'isoforme de Bax ayant des propriétés pro-aptgpies
et formant par oligomérisation des pores dans |laWlQ outefois, méme pour cette isoforme
de Bax, plusieurs mécanismes d’insertion et de &ions du pore ont été décrits a ce jour,
sans qu'on puisse en privilégier un. C’est pouracque nous détaillerons les deux
mécanismes proposeés pour Baxta premiere hypothese propose qu’apres I'activate
Bax, plusieurs sous-unités de bax alpha s’oligoseéti et forment un pore avant de s’insérer
dans la membrane mitochondriale externe (Cartrah.e2005). Cependant, ceci implique un
pore uniqguement formé de sous-unité Bax-a seconde hypothése suggére que c’est au sein
méme de la membrane mitochondriale externe (Arras.,e2005) que Bax s’oligomériserait
(seul ou avec d’autres protéines pro-apoptotiqeekdamille Bcl-2). Enfin, les protéines a
domaines « BH3 only », telles que PUMA, Bid ou bidwxa et Bad, apportent un niveau de
contrdle supplémentaire aux facteurs pro-apoptetigiiax et Bak. Elles peuvent les activer
directement (changement conformationnel) ou rempir role d’agoniste, comme Bad,
amplifiant ainsi le signal de mort a la mitochoedfarmi ces protéines, certaines constituent

des relais entre les deux voies de contrble defagse, telles que tBid ou pHagure 23).
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Modéle hypothétique de :

Modéle hypothétique de :
déplacement

liaison directe

Stimulus apoptotique

sensibilisateurs  activateurs

Bad, Noxa, Bik jtBid, Bim

Bax

Changement
conformationnel ApO ptose

/ \ Bim

PUMA

Cytosol
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Bax — —_—

T
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Membrane mitochondriale externe (MOM)

Activation par PUMA,

tBid ou p53 Bax oligomére
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Figure 23 : Hypothéses actuelles du contrdle deitiation de la voie mitochondriale et de
I'induction de I'apoptose. Aprés la détection de stimuli drastiques (dommabjaiBN,
ROS...), des protéines pro-apoptotiques de la faBitle2, vont étre exprimées et
transloquées a la mitochondrie. Elles vont participu créer des pores en sus ou non du
meégacanal et induire la perméabilisation de la chibmdrie. Ainsi, celle-ci se trouve sous le
contréle des membres de la famille Bcl-2. Les pnet® « BH3-only » telles que Bid, PUMA
ou Bad servent a I'activation et/ou amplifient é&gfets pro-apoptotiques de Bdr.fine, la
libération de facteurs pro-apoptotiques de la ribmdrie (ex : cytochrome conduit &

I'exécution de la mort. (D’aprés Hacker et al, 2P0
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l11.2.2 Les agents pro-apoptotiques libérés deitachondrie

[11.2.2.1 le cytochrome ¢

Le cytochromec a été initialement décrit comme une protéine riaveansporteur
d’électrons entre les complex Il et IV de la clerespiratoire. Depuis une dizaine d’année,
des fonctions nouvelles lui ont été attribuées, menprotéine effectrice de la signalisation de
mort. Apres perméabilisation de la membrane mitadnal externe, le cytochrome sera
expulsé de I'espace intermembranaire mitochondeed le cytoplasme, ou il va se complexer
a une protéine adaptatrice I’Apaf21Ceci va entrainer I'oligomérisation de cette imen
présence d’ATP. Puis va se fixer a ce complexagdagspase-9 qui s’y lie, via son domaine
CARD (Shi, Y., 2006), pour former I'apoptosorffgyure 24). La procaspase-9 va au sein de
ce complexe subir deux clivages protéolytiqueitret ainsi activée. Elle va ensuite a son tour
recruter la caspase-3 et -7 et entrainer irréVersint la cellule vers I'apoptose.

wD-40 |  gmm Cytochrome c I
c;\'R‘i!)‘)"n.l

&gy _\ -

Apaf-1

VI dATP/ATP
Il
Caspase-9 activée W
', ProCasp-9
ProCasp-9 \V;
—
E Autocatalyse

Figure 24: Modéle moléculaire de la formation de Bpoptosome et de 'activation de la procaspase 9.

—

Apaf-1 (étape 1) va subir un changement conformaiib suite a la fixation du cytochroradétape 1) exposant
ainsi son domaine CARD. Apres fixation du co-fact@dTP ( étape Ill), Apaf-1 dimérise et interagiea une
procaspase-9 via son domaine CARD (étape |V) fotifapoptosome. Ceci entraine un autoclivage de la
procaspase-9 (étape Ve double clivage protéolytique d’'une autre proeassp9 aboutit a la tétramérisation et a

la formation de la caspase-9 active (étape VI)a#d de Hill et al, 2003)

% Apaf-1 : Apoptosis Protease-Activating Factor 1
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11.2.2.2 L'AlF

L’AIF (Apoptosis Inducing Factor) est localisée dabiespace intermembranaire
mitochondrial est I'AIF. C’est une flavoprotéinegz@dant des séquences d’homologies avec
les oxydoréductases bactériennes. Comme le cytmehrg I'AIF est une protéine
bifonctionnelle. Dans des conditions physiologiquss fonction est I'oxydation du NADH
(Susin et al., 1999). Toutefois, sous l'effet d'wgignalisation de mort, I'AIF peut étre libérée
de la mitochondrie et constitue un promoteur dedfose (Daugas et al., 2000 ; Lipton et al.,
2002). Une fois dans le cytoplasme, I'AlIF se relseaau niveau nucléaire, et active des
enzymes (endonucléases G ou endoG) responsalkefrdgmentation de 'ADN. Cette mort

est souvent décrite comme I'exemple d’une morutate de type « caspase indépendante ».

111.2.2.3 Smac/DIABLO

La protéine connue sous une double dénomina&mac/DIABLCO, est relarguée de
la mitochondrie de fagon concomitante au cytochren®nguiano-Hernandez et al, 2007).
Elle favorise I'activation des caspases en inhibestiAPs et en s’associant a I'apoptosome.
Dans certains systemes cellulaires, il a été mogtue le cytochrome est nécessaire a
I'induction de la mort cellulaire programmée maanrsuffisant ; le co-facteur requis pour

I'exécution du processus apoptotique était SmacD® (Du et al, 2000).

[11.2.2.4 Omi/HtrA2

Omi/HtrA2 est une sérine protéase requérant ssltreation dans la mitochondrie
pour achever sa maturation par clivage protéiquen point de vue apoptotique, elle
interagit avec XIAP pour favoriser l'activation desmspases. En outre, elle contribue
également intrinsequement au processus de dégradafiulaire via son activité de protéase.

Plus récemment, la protéine p53 a été montrée compiguee a plus d’un titre dans
les atteintes de lintégrité mitochondriale et lentdle de I'expression de protéines pro-
apoptotiques. Mais elle régule également les asteuiéculaires impliqués dans la voie des
récepteurs de mort controlant ainsi subtilememqdfsose comme nous allons le décrire dans

le prochain paragraphe

" Smac/DIABLO : Second mitochondrial activator o§pases/Direct IAP Binding protein with LOw pl
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IVV. L'implication de p53 dans la réponse apoptotiqe

Tout comme la majorité des génes dont il moduleaascription p53 est une protéine
qui possede une longue « histoire dans I'Evolutiobha protéine p53 intervient dans la mort
cellulaire controlée, comme ses orthologues chdartsophile (Dmp53) et chez €egans
(Cep-1). Sa fonction la plus conservée est santedmile du contréle de I'apoptose (Slee et
al., 2004). Nous allons décrire quels sont cessrdins le controle I'apoptose (Slee et al.,
2004)

IV.1 Le contrble par p53 de la voie indépendante derécepteurs de mort

(voie mitochondriale)

Lorsqu’on a mis en évidence la signalisation detmiar la voie mitochondriale, il est
apparu que Bcl-2 pouvait inhiber l'arrét du cycte’apoptose induite par p53 (Ryan et al.,
1994). En effet, les genes codant pour les réguatede la réponse apoptotique
mitochondriale sont quasiment tous sous le contélg53. Ainsibax bak apaf-1 mcl-1
sont sous la dépendance d'une activation séquientiel p53(figure 25). De plus, cette
derniere régule I'expression de génes codant pesrpiotéines proapoptotiques de type
« BH3-only », comme Noxa ou PUMA (Vousden K. H.02)) ayant pour fonction d’inhiber
les protéines anti-apoptotiques, telles que Bax Bcl-2.

-T2
Bid j

’ \> Bel-xL, \
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|

R

Stress

Figure 25 : Modéles généraux décrivant les princigdas activités pro-apoptotiques de p53.
(D'aprés Vousden K. H., 2005)
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IV.1.1 Inhibition des protéines anti-apoptotiques

La protéine p53 peut étre considérée comme uneipeoBH3-only (Sansome et al.,
2001 ; Koumenis et al., 2001). En effet, dans I@pee induite par les dommages a I'’ADN,
la dérégulation d’'oncogénes ou I'hypoxie, la siahtlon de p53 sera rapidement suivie d’'une
translocation d’'une fraction cytosolique de la pno¢ vers la mitochondrie (Park et al., 2005 ;
Hammond et al., 2005 ; Erster et al., 2004). Lesgimes anti-apoptotiques cibles sont Bcl-x
et Bcl-2. En interagissant avec elles, p53 va éibées protéines pro-apoptotiques qui y sont
lies telles que Bax, Bak, Apaf-1 ou potentiellemeBid (figure 25). Des analyses de
structures ont confirmé que le domaine de liais6ARBN de p53 et le domaine BH4 de Bcl-
XL étaient effectivement impliqués dans cette intevac Il semble également, que la mono-
ubiquitinylation de p53 par MDM2 entrainant sa sxjration cytoplasmique, faciliterait la

relocalisation mitochondriale de p53.

IV.1.2 Activation des protéines pro-apoptotiques

D’autres travaux, suggerent que l'interaction cligeentre Bax et p53 entrainerait son
activation. C’est en tant que protéine chaperogoe,la fraction cytosolique de p53 (c'est-a-
dire ni mitochondriale ni nucléaire), prendrait eharge Bax (Hacker et al.,, 2007) en
I'amenant a la mitochondrie, favorisant ainsi sombdimérisation, la perméabilisation de la
membrane externe, la libération du cytochromet I'apoptose. Un modéle avec PUMA
(Fuster et al., 2007 ; Chipuk et al., 2005), ap¥tiposé pour expliquer la rapidité de la mort
induite par p53. Dans les cellules normales, p53rep faiblement exprimée pour induire la
transcriptionde novode PUMA et reste inhibée de par sa liaison a Bclrrsque la cellule
subit un stress dont des dommages a I’ADN ou utieasion oncogénique, p53 s’accumule
et initie la transcription de PUMA. En retour, eetterniére se lie a Bcl-xL, libérant p53 qui
pourra complexer Bax et activer son oligomérisation

En conclusion, il existe actuellement plusieurpdifieses concernant le(s) role(s) de
p53 dans I'apoptosgigure 26). Tout d’abord, directement, via I'interaction etit inhibition
rapide avec Bcl-2 et Bclx entrainant une premiere perméabilisation de lanionane
mitochondriale. Puis, indirectement, en activantfatorisant I'action de protéines pro-
apoptotiques comme Bax/Bak. p53 représente, aitadans ce modele, un intégrateur

sensible du signal, mais aussi un effecteur rapidemort de cellules potentiellement
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by

endommagées ou sénescentes et inaptes a développerdaptation aux conditions

hypoxiques. Enfin, p53 représente aussi un activatgli induit une mort irréversible lorsque

la situation ne permet plus aux cellules une suadiquate.
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Figure 26: Activité mitochondriale et cytosolique po-apoptotique de p53.

4

— MIM

-~ MOM

Suite & un stress, p53 peut interagir avec Bcl-odir pibérer Bax (a) et avec Mcl-1 pour libérer @bcaliser Bak
(b) a la membrane mitochondriale externe (MOM).dgue I'accumulation cellulaire de p53 devient saffite,
celle-ci peut initier la transcription de ses gecietes comme PUMA. Celui-ci ira a son tour intérayec Bcl-

XL et inhiber son interaction avec la fraction cghque de p53 (c). Cette derniére pourra alorsstrare et
activer Bax et I'apoptose. MIM : Membrane mitochaatg interne, Perm/MOM : perméabilisation de la MO

(Adapté d’'aprés Fuster et al, 2007)

V.2 p53 et le contrble de la voie des récepteurganort

Durant la premiere décennie de la découverte dtra@erde la mort cellulaire par p53,

la voie dépendante des récepteurs de mort ne siempataimpliquer p53. Une seule étude

(Bennett et al.,

1998), suggere que p53 intervehdans cette voie, indépendamment de son

activité transcriptionnelle. Selon ces auteurs, giRirrait réguler Fas de facon indépendante

de la transcription de son géne en remplissanfamsion de protéine chaperonne en prenant

en charge Fas, et en le redistribuant a la memlfegaoeisant également la liaison entre Fas et

FADD. Ceci ayant pour conséquence de sensibiléseellule a 'apoptose. En revanche, p53
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serait impliquée dans cette voie de mort, via sctivigg transcriptionnelle. Elle pourrait
promouvoir la mort cellulaire en activant la tramgstion de genes codant pour des récepteurs
de mort tels que Fas/Apo-1, DR5/KILLER, DR4. Sang ¢jon explique le recrutement de
p53 par ces récepteurs, cette derniere augmentaragnsibilité des cellules a I'apoptose
induite par TRAIL. Un autre géne de la voie extiqse, PIDB® (Berube et al., 2005), serait
activé par p53. Il servirait de médiateur dansabération de la réponse apoptotique via p53.
Apres fixation de PIDD via son domaine de mort ([Ddaomain : DD), homologue a celui de
la protéine adaptatrice RAIDD (équivalente a TRADIBElle-ci activerait la caspase-2
(équivalent de la caspase-8). Cette derniére pouvason tour activer les caspases d’aval
(caspases-3 et -7). Par analogie avec I'apoptosiencemplexe multi-protéique composé par
la procaspase-9, Apaf-1 et le cytochromedécrit dans la voie intrinséque, le complexe
protéique formé par la procaspase-2, PIDD et RADEEé nomme : « le piddosoméfigure

27). De plus, la caspase-2 peut, outre |'activatiotadeaspase-3, cliver Bid et activer la voie
mitochondriale. Ainsi, le « piddosomeserait composé de plusieurs protéines homologues a

celle constituant le DISC et serait un complexdéng cytoplasmique comme I'apoptosome.

a PIDDosome b DISC C Apoptosome
FasL Apaf-1
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Figure 27 : Les complexes multiprotéiques de la mocellulaire.
Le piddosome (a) est représenté, ainsi que le @ma@ISC (b) et 'apoptosome (c)
(Adapté de Bao et al, 2007)

8 PIDD : p53-Induced protein with a Death Domain

80



En conclusion, il existe actuellement plusieursdilipses concernant le(s) role(s) de
p53 dans l'apoptose. Tout d’abord, directement, irdgeraction avec Bcl-2 et Bcl-xL,
provoquant leur inhibition rapide et ayant pour sxmuence la permeéabilisation de la
membrane mitochondriale. Puis, indirectement, etivaatt et en favorisant I'action de
protéines pro-apoptotigues comme Bax ou Bak. AipSB, représente, a la fois dans ce
modeéle, un intégrateur sensible du signal, maisiaus effecteur rapide de mort de cellules
potentiellement endommagées ou sénescentes etibleam développer une adaptation aux
conditions hypoxiques. Enfin, p53 représente aussactivateur transcriptionnel, qui induit

une mort irréversible lorsque la situation ne pemhgs aux cellules une survie optimale.

V. Interconnexions des voies de mort dépendantes ou

indépendantes des récepteurs de mort

La régulation étroite du processus de mort estspatisable a I'élaboration d’'une
réponse de mort adéquate. La cellule pourra efecventuellement des étapes de réparation
ou proceder a la mise en place d’'un métabolismptatifa Toutefois, lors d’'un programme de
mort activé au cours du développement ou de sthessiques, la mort cellulaire doit étre
rapidement initiée et massive. Il existe des astenoléculaires favorisant l'interconnexion
entre les deux voies majeures de I'apop{tigare 28). C’est, par exemple, le cas de la forme
tronquée de Bid (tBid) qui peut interagir avec Rclet former une boucle d’amplification du
signal apoptotique provenant d’une activation deoli@ des récepteurs de mort. Ces protéines
« BH3-only » peuvent étre considérées, comme désséires de mort dont I'activation est
consécutive a différents stress cellulaires. llté& €également démontré que la caspase-3
pourrait activer, en retour, la caspase-8, sansuteroent de molécules de la voie des

récepteurs de mort (Wieder et al.,. 2001).
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Figure 28 : Résumé des voies apoptotiques indépemdas des récepteurs de mort et leurs interconnexisn
avec la voie des récepteurs de mort.
(D'apres Marchetti P., 2005)

Dans lapartie 11l suivante, nous allons présenter le phénomeéene ditiggumorale
ainsi que les mécanismes mis en place par leslezltancéreuses, leur permettant de
survivre et d’échapper a I'apoptose dans ces dongit Enfin, nous verrons I'importance de
p53 au cours de I'élaboration de la réponse céltubacette hypoxie.
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PARTIE IIl : Hypoxie et implications de p53 dans

I'élaboration de la réponse cellulaire adaptative

En anatomie pathologigue humaine, la formation’@tolution d’'une tumeur sont
divisées en plusieurs étapes. Ces modification®bless successives au niveau tissulaire
(figure 29) sont corrélées avec les étapes de transformateihgaires énoncées plus haut.
En prenant 'exemple d’'un épithélioma (type de camme cutané), on peut définir plusieurs
stades anatomopathologiques séquentiels au cowsnddéveloppement. Tout d’abord, un
stade qualifié d’hyperplasie, ou la prolifération excessive de cellules, gardamie
morphologie et des rapports normaux (inhibition atact, signalisation paracring,..
entraine une augmentation d’épaisseur de I'épititéliPuis, le stade suivant est qualifié de
dysplasique En son sein, les cellules proliférantes commenaeprésenter des anomalies
morphologiques telles que des pertes focales deolarité cellulaire, de la cohésion
intercellulaire. Puis apparait un stade dit rd®plasiein situ, dans lequel les cellules
présentent des anomalies nucléo-cytoplasmiques u@&@sg une désorganisation
architecturale significative mais sans franchissgnge la membrane basale. Au stade plus
évolué, le cancer devint invasif, les cellules sfarmées franchissent la lame basale,
pénéetrent en profondeur le chorion de la muquepseés envahissent les structures
avoisinantes. Outre les enzymes protéolytiques dé@ncées plus haut (métalloprotéases
matricielles, collagénases), les cellules tumordt@sent développer des propriétés de néo-
angiogenese pour assurer I'oxygénation de la masserale, dés que celle-ci dépasse
2 mnt. Cette vascularisation étant imparfaite, des zod#wpoxie vont apparaitre,
entrainant I'apparition d’'une pression de sélectigmi aboutira a I'apparition de cellules

tumorales plus agressives, plus proliférativess psistantes et plus invasives.
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Métastases

Développement tumoral 5 distanice

Figure 29 : Les différents stades de développemediune tumeur.

De I'hyperplasie initiale a 'envahissement gangfiaire puis a distance par des métastases
(Modifié, document NIH)

De part leur croissance extréme, les tumeurs sojidésentent presque toujours des
zones dans lesquelles la teneur en oxygene esficagmement plus bass@igure 30) que
dans les tissus avoisinants (Greco et al, 200tje @gpoxie (voire anoxie pour les zones les
plus centrales de la tumeur) peut entrainer la partnécrose de cellules. Néanmoins, une
partie d’entre elles arrivent a survivre en dévplogd une physiologie particuliere et
exprimant un groupe de genes spécifiques via utedaale transcription inductible par
I'hypoxie : HIF-1°°, qui joue un role central dans ces voies de siatin. Cependant, cette
adaptation entraine également I'apparition d’'unnpltgpe cellulaire plus agressif et résistant
(Wilson G. D, 2007).

% HIF-1 : Hypoxia-Inductible Factor-1
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Figure 30 : Développement de zones hypoxiques late la croissance tumorale.
Les cellules qui survivent, présentent un profigression génétique particulier les rendant ptokfgratives
et invasives.
(Maodifié, Carroll V. C. et Ashcroft M, 2005)

|. Hypoxie : causes, signalisation et effets sur lsurvie des

cellules cancéreuses et la progression tumorale

|.1 Les causes de I'hypoxie

l.1.1 L’hypoxie physiologique

L’hypoxie est un phénoméne naturel, indispensaloles Ide limplantation de
I'embryon dans la cavité utérine, au bon développenplacenta, ainsi qu’au déroulement
correct de 'embryogenese (Yin et al, 2002). L'aation du développement de nouveaux
vaisseaux autour de I'embryon est déclenchée mawvdges de signalisation hypoxique.
L’hypoxie est également induite lors de la phagwéparatoire » de I'accouchement. En

e

effet, 'ocytocine est une hormone qui va étre &&a afin d’anesthésikrs neurones foetaux
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afin que ceux-ci soient préts a affronter le tratisn@e et/ou le manque d'oxygene inhérents a
la naissance (Tyzio et al., 2006).

Comme le démontre des eétudes sur des souris igvaalr HIF-1 (Hypoxia-
Inductible Factor-1), les voies de signalisatioggdxiques sont impliqués dans la formation
du tube neural, de la vésicule vitelline, du plaaeha mise en place des réseaux vasculaires
est également sous la dépendance des facteurargeription HIF-1 et HIF-2 (Ramirez-
Bergeron et al, 2006). Dans le cas des cellulesh®®,) souvent localisées dans des zones
hypoxiques (moelle osseuse, gyrus denté de I'hipppe...), le facteur de transcription
HIF-1 permet, via I'expression conditionnelle deng& le maintien de leur phénotype
pluripotent et l'induction d’un métabolisme glycttjue anaérobique efficace permettant
leur survie (Okazaki et al, 2006).

1.1.2 L’hypoxie pathologique

Le stress hypoxique est eégalement retrouvé au codes conditions
physiopathologiques tels que les ischémies (Brahiarn et al, 2007), les infarctus du
myocarde (Okuda M, 2006) ou les cancers (Marttbaaehez et al, 2007). Les tumeurs, de
part leur croissance rapide, deviennent souvenbigipes. Des études estiment a 100-200
pm la distance d’'un vaisseau a laquelle les calldieveloppent une physiologie hypoxique.
Celles narrivant pas a s’adapter rapidement meurgar nécrose ou apoptose.
Paradoxalement, I'hypoxie cellulaire peut égalenfaxoriser la prolifération et augmenter
I'agressivité de la tumeur. En effet, les tumewéspntant de nombreuses zones hypoxiques
sont de plus mauvais pronostic (Cecic et al, 2001son G. D, 2007).

Nous allons maintenant décrire les voies de siggiadn intracellulaires induites par
I'hypoxie et présenter les aspects moléculairediqu@s dans les processus de prolifération,

de survie, d’'invasion et de résistance provoquésipgoxie.
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1.2 Les voies de signalisations induites par I’hypae et leurs conséquences

Pour comprendre les différentes modifications duab@isme cellulaire dans des
tumeurs soumises a un stress hypoxiques nous atlahs’abord décrire le principal acteur
moléculaire de la réponse a la diminution en oxggétuis, nous détaillerons les propriétés

cellulaires nouvelles qui en découlent.

1.2.1 HIF-1 : chef d’orchestre de la réponse calhal a I'hypoxie

[.2.1.1 Structure de HIF1

Le facteur de transcription HIF-1 est un hétéraaenconstitué de deux sous-unités :
HIF-1la et ARNT1/HIF-113 (figure 31). HIF-1o. et ARNT1 chez 'Homme possedent
respectivement 826 et 789 acides aminés. Ces ipestécontiennent des domaines
structuraux, tels que bHL¥ et PAS!. Situé & I'extrémité amino-terminale, le motif HLH
intervient dans la dimérisation des protéines tmylie la région basiquéHLH) qui le
précede est impliguée dans la fixation et la spetéfde la liaison de la protéine a 'ADN.
PAS correspond au sigle des noms des protéines ldagselles ce type de séquences
répétées imparfaites a été retrouvé D’autres dasdionctionnels de HIFelcontribuent
également, a assurer sa fonction de régulateua tlanscription de genes cibles induits par
I'hypoxie. Il s’agit tout d’abord des deux domairdstransactivation, se situant au niveau de
I'extrémité carboxy-terminale. On trouve le domaiR&D (Trans-Activation Domain) sur
HIF-11 qui existe également sur Hlk-fnais vers le c6té N-terminal et donc nommé NAD.
La particularité de la sous-unitéest qu’elle possede un deuxiéme domaine transaetiv
de la transcription situé a I'extrémité C-termirlnommeé CAD. Les domaines NAD et
CAD de HIF-Tn, sont séparés par un domaine inhibiteur de latrgstion. Il faut noter que
le domaine TAD, présent sur la sous-unité 3, rpastimpliqué dans la réponse a I'hypoxie,
ce qui souligne encore une fois que HiF-dst I'élément clé dans la réponse au stress
hypoxique (Dery et al, 2005 ; Zargoska et al, 2004)

Au sein de la cellule, HIF-1R est exprimé de fagcomstitutive, seul HIF-d est
soumis a une régulation négative, en condition dienoxie (voir le paragraphe suivant

« Régulation de la stabilité de HIk-2). C'est I'existence d'un domaine protéique

% bHLH : basic-Helix Loop Helix
1 PAS : PER-ARNT-SIM
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particulier, le domaine ODB de HIF-Ir qui est responsable de sa dégradation par le
protéasome 26S en condition de normoxie.

Enfin, il faut noter la présence de deux séquededscalisation nucléaire, 'une étant
située dans le domaine bHLH. Elle est répriméelpatomaine PAS, ce qui entraine la
rétention de la protéine dans le cytoplasme. Lars#e séquence est apparentée au®RILS
retrouvé dans I'antigéne T (AgT) du virus simien4BYC’est cette séquence qui jouerait un
réle crucial dans I'import de HIFeldans le noyau en réponse a I'hypoxie.

D’autres domaines sont présents, permettant fanot®n spécifique de HIFelavec
des co-facteurs tels que p300/CBP, HSP-90, p¥HCes interactions régulent linitiation
par HIF-1¢+R) de la transcription des génes possédant unf H&RE® au sein de la

séquence promotrice. D’autres, comme celle aveclpVeéule la dégradation de la sous-

unitéa.
P402 K532 P564 N803
HIF-1a bHLH PAS1 PAS2 NTAD CTAD
826 aa
HIF-1B bHLH PAS1 PAS2 TAD
789 aa

Figure 31 : Structure et domaines fonctionnels desous-unitésu et 3 du facteur de transcription HIF-1.
Les sites d’hydroxylation (OH) sont également repréés.
(Caroll et al., 2005))

20DD : Oxygen-Dependent degradation Domain
3 NLS : Nuclear Localization Signal

® pVHL : protein Von Hippel-Lindau

® HRE : Hypoxia Response Element
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1.2.1.2 Régulation de la stabilité de Hlk-1

Les mécanismes par lesquels les variations d'oxggeont détectées au niveau
cellulaire sont longtemps demeurés inconnus. Er2 28 équipes de P. J. Rattcliffe et W.
G. Kaelin (lvan et al., 2001), ont publié des daméemarquables sur la régulation de
l'activité de HIF-1. Le mécanisme semblerait impkg des réactions d’hydroxylation
dépendante de la présence de fer et d'oxy@Eigrire 32). Les « senseurs » d’oxygene au
niveau tissulaire ont été caractérisés comme édast prolyl-hydroxylase (PHD). En
condition de normoxie, ces enzymes ajoutent un ggment hydroxyle au niveau des
prolines 402 et 564, ce qui aura pour effet la ftron de liaisons hydrogene avec pVHL.
Celles-ci entrainent la polyubiquitination de HI&-Et sa rapide dégradation par le
protéasome.

La diminution du taux d’oxygéne, empéche I'hydratiypn des prolines de HIFelet
permet sa stabilisation. Une fois stabilisé, HiF€dst transporté dans le noyau, ou il va
interagir avec la sous-unité 3 (qui est exclusivemmicléaire) pour former le facteur de
transcription HIF-1 fonctionnel. L’hétérodimére fre, alors sur les séquences HRE des
genes sensibles a I’hypoxie et initie la trans@ipde ces derniers. Plusieurs co-activateurs
peuvent se joindre a HIF-1 pour affiner et cibkeitdanscription de génes particuliers. C'est
la cas, par exemple, de p300/CBAIF2*’, SRC-£¥Carrero et al, 2000).

Un partenaire cellulaire important et fréquentrlE-1o est la protéine p53 (Sano et
al, 2007 ; Fels et al, 2005). Celle-ci interagihslale nombreuses voies de transduction du
signal et de mort cellulaire en réponse a de nomxbsdress, notamment hypoxique et
anoxique. Récemment, des travaux suggerent qu@gbBntermédiaire de MDM2, régule
également la dégradation de HI&-1

® CBP : CREB-Binding Protein
" TIF2 : Transcription Intermediary Factor 2

® SRC-1 : Steroid Receptor Co-activators
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Figure 32 : Mécanismes de dégradation de HIFelen normoxie et sa stabilisation en conditions
hypoxiques.HIF-1 active la transcription de génes impliquéssdde nombreux processus cellulaires.
(Caroll et al., 2005)

1.2.2 Effets sur la survie des cellules cancéreasésprogression tumorale

Plus de 60 genes ont été décrits comme étant déss ailirectes du facteur de
transcription HIF-1 (Brahimi-Horn et al, 2007). Cgenes codent pour des protéines
impliquées et/ou contrélant de nombreux processlhilaires. Nous pouvons citer le
métabolisme énergétique, le métabolisme des aecia@sés, la traduction des protéines, la
mobilité cellulaire... Aussi ici, nous nous limitera des aspects directement impliqués
dans la survie des cellules cancéreuses et lelifépation, leur agressivité, leur capacité a

développer des métastases et leur résistance.
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1.2.2.1 HIF-1 dans la survie et la prolifératiomsl cellules cancéreuses

En condition de stress hypoxique, au sein de Iasmaumorale, les cellules
cancéreuses survivent grace a linduction par HiEel nombreux genes codant pour des
enzymes de la voie glycolytique (transporteur memaire de glucose, glyceraldéhyde-3-
phosphate deshydrogénase, hexokinase 1 et 2, piiosgbkinase...). Ces enzymes
permettent un basculement vers le métabolisme almiaéet la production d’énergie. De
plus, nous avons vu plus haut que les cellules ggriques présentent tres souvent une
autocrinie non physiologique. Or, il a été monteng des travaux récents, que HH-1
pouvait étre stabilisée par d’autres stimulus dgpbxie, tels que, l'insuline (IGF 1 et 2),
'EGF (Epidermal Growth Factor), sont capables diaenter le niveau de ce facteur de
transcription. Ainsi, en assurant sa synthése dgaear glycolyse et en stimulant de fagon
indépendante la stabilisation de HIF-1, les ceflulncéreuses se donnent les moyens
d’échapper a la mort de continuer a proliférer @kanet al, 2006).

Il semble probable qu’HIF-1 intervienne égalemearngile processus de I'autophagie.
En effet, il a été démontré, tout au moins chedréesophile, que HIF-1 viendrait inhiber une
protéine kinase : mTOR Cette derniére est une protéine kinase, quiavighosphorylation
du facteur d'initiation de la traduction 4EBP1 &t la protéine kinase ribosomale p70 S6,
contréle l'intensité de traduction des ARNm présetdns les cellules. En inhibant mTOR,
HIF-1 favoriserait alors l'induction de la macrotaphagie et conférerait aux cellules
cancéreuses une survie plus longue (Bohensky 20@r,).

Enfin, dans des conditions hypoxique, la mort deBules tumorales peut étre
également évitée par I'expression accrue de mengespoptotiques de la famille bcl-2.
Ainsi, Bcl-xL, et les IAP° sont surexprimés, faisant pencher la balancecelitdaire des

membres de la famille Bcl-2 vers la survie (Kilicag 2007).

1.2.2.2 HIF-1 et 'augmentation de I'agressivitésdeellules tumorales.

Par agressivité des cellules cancéreuses, onestesd : prolifération accrue et
rapide, ainsi que capacité a envahir d’autres zded®organisme. En effet, il est maintenant
clairement démontré, que I'hypoxie entrainait lalifférenciation des cellules les mieux

adaptées a cet environnement en cellule indiffééenprésentant de nombreux marqueurs de

% mTOR : mammalian Target Of Rapamycin

© |AP : Inhibitor of Apoptosis Proteins
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cellules souches, « Stem cells-like phenotype »adfivant les voies de signalisation Ndtch

et Oct4? HIF-1 permet aux cellules d’acquérir la capaditése multiplier de maniére rapide
et autonome. A titre d’exemple, l'induction d'unrests hypoxique sur des lignées de
neuroblastome humain, ont montré que, ces cellyssédant des marqueurs
neuroendocrines et pseudo-neuronaux, subissaieptasessus de dédifférenciation (Edsj6
et al, 2007 ; Axelson et al, 2005) et présenta@dmts des marqueurs de cellules souches de
crétes neurales qui sont des structures embry@sdesquels dérivent ces cellules. Cet état
de dédifférenciation leur permet également de seldgper dans presque tous les tissus dans
lesquels elles pourraient métastaser.

Outre cette capacité a auto-entretenir une prafifin soutenue, les cellules
cancéreuses présentant une activation élevee déa,Hl€veloppent également la capacité a
créer des métastases en surexprimant des protéisegjue MMP2 et uPAR* qui digére
respectivement la matrice extracellulaire et ladabasale (Shyu et al, 2007 ; Luo et al,
2006). Cette production de protéase s’accompagriexjmession de génes codant pour un
facteur autocrine (Mikami et al, 2005) : 'AMFE

1.2.2.3 HIF-1 et la résistance pluri-drogues de#iudes cancéreuses.

Une autre cible directe du facteur de transcriptitiR-1 est le génendrl, codant
pour la P-glycoprotéine-170 (Pgp170), transporteembranaire de 170 kDa, présentant une
activité ATPasique accrue dans les cellules hypgesget entrainant I'efflux de la majorité

des drogues cytotoxiques hydrophobes (Comerfoat| 2002).

En activant ces voies de signalisations « hypoxagyeHIF-1 confére aux cellules
cancéreuses, des mécanismes leur permettant défathes stratégies de survie. Celles-ci
profitent aussi, de la combinaison entre plusiewsges de signalisation (inhibition de
'apoptose et autocrinie, dedifférenciation et afga d’'invasion...) pour survivre et

proliférer.

" Notch : Famille de récepteurs membranaires coasdémpliqués dans la différenciation cellulaire
2 Oct4 : Octamer-binding transcription factor 4

" MMP2 : Metalloprotease de type 2

" UPAR : urokinase-type Plasminogen-Activator Reaept

> AMF : Autocrine Motility Factor
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|.3 Modéelesin vitro de I'hypoxie

1.3.1 L’hypoxie physiologique

Dans ce contexte expérimental, les cellules eturmibont placées dans un incubateur
maintenu a 37°C mais couplé a un injecteur d’agateomplexe I'oxygéne présent et permet
ainsi d’obtenir des conditions de culture présentare concentration en,Qliminuée (de
I'hypoxie modérée 2% a I'anoxie). Pour obtenir tnypoxie complete il faut mesurer, en plus
de la concentration en oxygene gazeux, la teneokggene dissout dans le milieu de culture.
Cette méthode d’étude de I'hypoxie cellulaire pdrmee approche caractérisée par des
conditions proches de celle obserirgégivo.

Cependant, récemment, de nouvelles techniques riapps permettant une
modélisation encore plus fidele des conditions aégdans une tumeur. Il s’agit par exemple,
de cultiver autour d’'une matrice des cellules fanmainsi des mini-tumeurs sphéroides et

reproduisant au centre de celles-ci des conditiimgooxie véritables.

1.3.2 L’hypoxie chimique

L’hypoxie induite chimiquement par des agents ntiqu&s de I'hypoxie est en fait
due a leurs effets sur le métabolisme de HiFHn fait, ajoutés au milieu de culture, ils
stabilisent HIF-& en inhibant sa dégradation et placent ainsi laleetians une physiologie

de type hypoxique alors que la culture se fait@mddion de normoxie.

[.3.2.1 Le chlorure de cobalt (Cofl

Le chlorure de cobalt entraine la stabilisatian ld sous-unitén du facteur de
transcription HIF-1 en inhibant les enzymes respbles de sa dégradation. Outre I'oxygene,
les PHDs nécessitent en co-facteur obligatoire &".FL'ion cobalt (CG") entre en
compétition avec le fer pour linteraction avecnkgme provoquant la perte d’activité
enzymatique des PHDs. De plus, le cobalt interfg&rec la chaine de phosphorylation
oxydative de la mitochondrie conduisant a une diutidm de la synthese d’ATP, mimant
ainsi I'absence d’'@lors d’'une hypoxie véritable en tant qu’accepfeal d’électrons.

Ceci a pour conséguence la production accrue edespréactives de I'oxygene, créant

un stress oxydatif, entrainantfine des dommages a I’ADN et l'initiation de I'apoptose

93



Le cobalt a été montré comme un mimétique de cleiX’hypoxie physiologique
puisque, tout comme elle, il stabilise HIk;Jprovoque une chute de la production d’ATP et
induit le méme type d’apoptose mitochondriale.

[.3.2.2 Le desferoxamine (DFO ou DFX)

Le desferoxamine mesylate est une substanceéetiéia clinique (Desferd) dans le
traitement de 'hématochromatose, de I’hémosidérdeda maladie d’Alzheimer ou encore
en cas d’intoxication par l'aluminium. C'est un titéur de fer de haute affinité. Le
complexe desferoxamine-Fer entraine [inhibition e dégradation de HIFel et sa
stabilisation.

Son avantage par rapport au chlorure de cobaltjestson mécanisme d’action est
précisément connu et qu’elle induit un arrét duleyellulaire en phase G1/S (Yoon et al.,
2002) tout comme I'hypoxie physiologiqgue (Hammondak, 2002). Elle induit également
une mort de type apoptotique impliquant la voissig@alisation intrinséque.

1.3.3 Les limites des model@svitro de I'hypoxie
Comme toutes drogues expérimentales, le ¢€a@lla DFO présentent certains
inconvénients dont il faudra toujours tenir compoes de linterprétation de résultats

expérimentaux.

1.3.3.1 le chlorure de cobalt

Nous avons vu que le chlorure de cobalt entrafieediminution de la synthése d’ATP
tout comme I'hypoxie physiologique. Néanmoins, ldisne étude comparative, il apparait la
diminuer nettement plus que I'hypoxie elle-mémeci@mplique que ce mimétique doit tres
certainement cibler d’autres voies de la synthé&€&Rl (Karovic et al., 2007).

De plus, CoGlinduit la transcription de genes spécifiques gels ceux de la protéine
de stress HSP72 et de la metallothioneine. Cett@ade, riche en cystéine, est une protéine
de détoxification qui protege la cellule d’élémetmgces comme le zinc ou le cuivre.

Enfin, CoC} ne provoque pas un arrét de cycle en G1/S contigpdkie ou la DFO.
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[.3.3.2 La desferoxamine

Malgré l'avantage de connaitre avec précision sodard’action, la DFO étant un
puissant chélateur de fer, elle peut crée desseff@tatéraux en inhibant d’autres enzymes
que les PHDs qui dépendent également du fer. @ouret par exemple dans ce groupe les
enzymes de réplication de 'ADN, des enzymes duabwisme telles que les peroxydases,
les catalases ou encore les cytochromes.

Par ailleurs, sa structure chimique pourrait ladre substrat de pompe d’efflux, telle

que la Pgpl170, présentent a la membrane de nonelsrbgisées cancéreuses.

ll. p53 et hypoxie

[I.1 Stabilisation de p53 durant le stress hypoxiga

La protéine p53 est stabilisée sous des conditiimgooxie sévere ou prolongée (a
partir de 0,02 % ¢ et durant I'anoxie. En réponse a I'hypoxie, p5® phosphorylée
spécifiguement sur la Serl5 par Chk1/2 suite a #éstivation par les kinases ATM/ATR.
Cependant et contrairement au stress d’un traitemendrogues cytotoxiques, d’irradiations
ionisantes, p53 stabilisée par [I'hypoxie, présenta caractéristiqgue d'étre
transcriptionnellement inactif (Koumenis et al. 02D Des études récentes ont montré qu’en
réalité, p53 interagissait préférentiellement ades co-répresseurs de la transcription, comme
mSin3Aplutét qu'avec des co-activateurs comme p300 (Kausnet al., 2001). Ainsi, en
conditions hypoxiques p53 est incapable d’induaerbnscriptionde novode bax p21 et
gadd45 Néanmoins, il reste capable d’induire I'apopteseses fonctions cytoplasmiques en
interagissant par exemple avec Bclentrainant la libération du cytochromet I'activation
de la caspase-3. Une conséquence néfaste de aeiteécistique est qu’au sein d’une tumeur,
il s’établira une sélection positive de cellulessg@dant une protéine p53 mutée (ou une
kinase ATM/ATR mutée) et qui présentera de ceuaitseuil d'induction de I'apoptose plus

élevée.

® mSin3A : mammalian homologeous of yeast Sin3Aginot
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11.2 Interaction entre p53 et HIF-1a durant le stress hypoxique

Contrairement a p53, le facteur de réponse a I'kigdiIF-1a, est stabilisé des que la
concentration en oxygéne commence a diminuer (¥&@). Lors d’'une hypoxie prolongée,
HIF-1o est progressivement dégradé. Grace a leur cirétdp stabilisation différente
(figure 33), p53 et HIF-& permettent a la cellule d’élaborer une réponsejzaté a ce
stimulus (Schmid et al., 2004).

Dans un premier temps, la diminution (méme moded&)’'apport en oxygene,
stabilise HIF- qui subit une translocation nucléaire pour interagec la sous-unité 3 et
former le facteur de transcription HIF-1 actif. Egtour, HIF-1 va venir se lier aux régions
promotrices de genes présentant un motif HRE eligongs dans la glycolyse, le transport du
glucose, la néo-angiogenése, et induire leur trgigmn permettant I'adaptation et la survie
de la cellule en condition d’hypoxie modérée onditoire.

Puis, lorsque I'hypoxie se prolonge, HIF-1 devierdins actif transcriptionnellement
et p53 commence a s’accumuler. Il s’installe unenmétition entre HIF-4 et p53 pour
I'interaction avec p300. Aux géenes pro-survie, pydute la transcription de génes contrdlant
I'arrét du cycle, la réparation des dommages a NARa balance peut encore a ce moment
permettre a la cellule de survivre sans séquelles.

Dans les cas d’hypoxie chronique/sévere ou d'andAiF-lo. subit une dégradation
via MDM2, indépendante des protéines VHL alors gG8 continuer a s’accumuler. Cette
accumulation massive entraine sa translocatiomdttachondrie et I'induction de I'apoptose.
En outre, p53 peut a ce moment se lier a p300/C&P lieu de mSin3A) est induire
finalement des genes tels dusx etbak amplifiant ainsi la réponse de mort.

p53 et HIF-& peuvent interagir et ceci au niveau du domaine QIOHIF-1o et du
domaine de liaison & 'ADN de p53 (Chen et al,. 20Fels et al., 2005). Une molécule de
HIF-10 se complexe avec deux monomeéres de la protéineDeEs3études structurales basées
sur des expériences de RMN et de spectroscopide(éhu dichroisme circulaire dans les UV
lointains), ont montré que la nature en structléataire (non repliée) du domaine ODD de
HIF-1o pouvait mimer une double hélice d’ADN est ainsermagir avec p53 via sont domaine

de liaison a I’ADN.
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Figure 33 : Modéle décrivant la cinétique inverse 'dccumulation de p53 et d’HIF-1a durant I’hypoxie.
Les interactions entre p53 et Hlle-&t leurs effets sont aussi mentionnées.
(Modifié a partir de Schmid et al, 2004)

11.3 Signification biologique de l'interaction p53HIF-1a

L’accumulation de HIF-d& est, d’'un point de vue cinétique, indépendant ae |
stabilisation de p53. Néanmoins, au cours d’unekigpprolongée ou une anoxie, l'activité
transcriptionnelle de HIF-1 va étre modulée par pEBla régulation négative de HIik:l
D’abord, par I'intermédiaire d’'une compétition pdiaccessibilité a des co-activateurs de la
transcription puis par dégradation de la sous-uamii&chmid et al., 2004). Pour certains
auteurs, cette dégradation de la sous-unit@ impliquer un troisieme acteur moléculaire :
MDM2. En effet, HIF-L interagirait directement avec p53, lors de la lgtipn de la
transcription mais nécessiterait une interactiagarmédiaire avec MDM2 (Chen et al., 2003)
pour controler la dégradation de HIk-ftar le protéasome.

La compréhension des mécanismes initiateurs etaesequences de cette interaction
pourraient trés probablement ouvrir la voie a desherches sur de nouvelles cibles
thérapeutiques. En effet, lorsque des tumeurs,épass une copie sauvage de p53, sont
traitées par des agents génotoxiques ou par dedioad, ceci va entrainer une accumulation

de p53 qui sera indépendante de la concentrati@y.elBn conséquence, hous aurons au sein
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de ces tumeurs une dégradation d’HiF-dépendante de p53-MDM2 et diminution de

I'angiogenése, affaiblissant ainsi la progressiondrale.

lll. La régulation par p53 de l'apoptose induite pa un

stress hypoxique

Un stress hypoxique est accompagné d’'une acidosél etst prolongé dans le temps, de
dommages a I'’ADN. C’est ce stress multiparamétsogee p53 devra intégrer pour élaborer

une réponse physiologique adéquate.

l1l.1 La détection

Les dommages a I’ADN ainsi que l'arrét de la régiien provoqués par I'hypoxie
vont étre détectés par le systéme de kinases ATIR/Ajli vont, en retour, activer par
phosphorylation, les kinases Chk1/Chk2. Outre lg¢ thinhiber cdc25A, ces kinases
secondaires vont phosphoryler p53 sur la sérinet180. Ceci a pour effet immédiat de
dissocier linteraction MDM2/p53 et de stabiliseés3pentrainant son accumulation dans la

cellule.

[11.2 Bilan de la distribution de p53 dans les compdiments cellulaires

[11.2.1 La mitochondrie

Lors de la réponse adaptative a I'hypoxie, onotete lors d'un stress prolongé, la
translocation de p53 a la mitochondrie, interagissaec Bcl-2 et Bcl-xL (Park et al.,2005 ;
Erster et al., 2004)). Néanmoins, il reste a caradr si cette interaction intéresse la forme
non phosphorylée de p53 ou si la phosphorylatiandss résidus spécifiques (comme la

Serl5) sont essentielles a sa translocation mitatiede.

[11.2.2. Le noyau

Il est connu que la protéine p53, malgré sa réikateon nucléaire, stabilisée sous
conditions hypoxiques, était incapable d’induirérnscription de génes habituellement sous

son contrdle et notamment ceux impliqués dans pase bax, gadd45, p21.). En fait,
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dans une cellule portant une copie sauvagel@®3 soumise a un stress hypoxique, la
transcription induite par p53 est en réalité décaléns le temps afin de permettre a la cellule
d’essayer de s’adapter via I'expression de genetulée par HIF-1 (Speidel et al., 2006). Si
elle échoue (ou si le stress est trop drastique3, sera déplacer des co-répresseurs de la
transcription par les co-activateurs comme p3@@rés de leur interaction avec HIk-4pres

a sa dégradation.

111.2.3 Le cytoplasme
Une fois Bax/Bak transcrit, la fraction de p53optasmique (phosphorylé sur des
résidus spécifiques) va interagir avec ces der@ifénsde les activer et de les transporter a la

mitochondrie.
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RESULTATS
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Nous avons dans notre travail, validé I'implicatemitochondriale » et « nucléaire »
de p53 lorsque des cellules de neuroblastome hsn@&ait soumises a un stress de type
hypoxique en ajoutant au milieu de culture du alnede cobalt (CoG).

En méme temps, nos résultats expérimentaux onterdgat levé d’autres
interrogations concernant les voies de signalisatensi que les phosphorylations permettant
a p53 de contrdler la mort cellulaire. En carastart ces états de phosphorylations, ainsi que
le redistribution intracellulaire de p53, nous avqu établir la cinétique d’activation de p53

suite a un stress induit par le cobalt (Chapitre 1)

Ensuite et afin de préciser encore un peu plusplitation de p53 dans cette
problématique, nous avons voulu caractériser lessémuences de I'extinction de son
expression par une méthode d’ARN interférence (ARNins une lignée portant un allele

sauvage du gengP”53(chapitre II).
Enfin, l'utilisation d’'un autre mimétique de I'hyg in vitro, la desferoxamine

(DFO), nous a permis d'obtenir des résultats piékames, illustrant des mécanismes

moléculaires apoptotiques alternatifs a ceux isigiar I'exposition au Coglchapitre 1l1).

Le modeéle cellulaire

Notre travail d'investigation des mécanismes detngetlulaire programmée, a été
basé sur un modele de lignées de neuroblastomeitutha’agit d’'une tumeur solide se
développant a son origirie utero a partir de cellules des crétes neurales qui duneatre
autres, naissance au systeme nerveux sympathiqueoars de I'embryogenése. Le
neuroblastome peut se développer a partir d’'undcougue partie du systéme nerveux
sympathique, le plus souvent au niveau abdominah@@s médullo-surrénale). Lorsqu’il se
propage, les sites métastasiques les plus frégsentsl'os la moelle osseuse, le foie et la
peau. Les lignées utilisées au cours de ce trdeaikcherche sont issues de métastases situees

au niveau de la moelle osseuse.
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- La lignée SHSY5Y est une lignée faiblement différenciéigure 34A) mais
présentant en culture une population cellulairsgméant des marqueurs de différentiation de
cellules neuroendocrines, tels que NPY (NeuroBepiiyrosine), la chromogranine et une
synthese accrue de tyrosine hydroxylase. Cettaaderentre en jeu dans la biosynthése des
catécholamines. Elle posséde un génotype sauvagel@pg@eéneTP53 et n'exprime pas de

protéines de résistance aux drogues de type Pgp170.

- La lignéeSKNBE(29 est plus homogeéne et est composée de celluleshiastiques
non différenciéegfigure 34B). Elle posséde une mutation sur le géne codant pB8rau
niveau du codon 135 ayant pour conséquence le ageplent d'une cystéine par une
phénylalanine au niveau de la protéine. Ce codorsiag dans le domaine de liaison a
I’ADN de p53. Il est important de noter que cetgmée est issue d’'un patient ayant subit des
traitements de chimiothérapie et de radiothéradianmoins, nous n'avons pu détecter la
présence d’'une pompe membranaire de type Pgpl7e,lanarésence d’'un membre de la

famille des protéines MRP est tout a fait envisatgea

Figure 34: Cultures de lignées de neuroblastome huaimns.
Les cellules de la ligné8HSY5YA) et SKNBE(2c)B) en conditions de culture standards
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Chapitre | : Caractérisation des effets apoptogenes
du CoCl, dans des lignées de neuroblastome

humains : cinétique d’action et regulation de p53

|. Article |: Implication de p53 dans la reponse

apoptotique induite par le chlorure de cobalt

La premiére partie des résultats concerne la t&isation de la signalisation de mort
impliquée dans I'apoptose des deux lignées de btastome humaisSHSY5Y¥t SKNBE(2c)
lors d’un stress de type hypoxique.

D’abord, le test de cytotoxicité du chlorure déalb sur les deux lignées, montre une
sensibilitt commune a l'action du cobalt, mais slfésentent cependant, une cinétique
différente dans la baisse de la viabilité. En efees cellules de la ligné@KNBE(2c)emblent
plus « résistantes » au déclenchement du signalodiecellulaire.

Dans un deuxieme temps, nous avons caractérigpdale mort cellulaire activé dans
ces lignées suite a I'exposition a cet agent mipétide I'hypoxie. Tout d’abord nous avons
vérifié I'établissement d’'une « physiologie celindade type hypoxique » dans les cellules, en
analysant I'effet du traitement sur la stabilisatldlF-10. Dans les celluleSHSY5Yle CoC}
provoque effectivement une stabilisation de la amite a de HIF-1 et sa translocation dans
le noyau. De facon inattendue, nous avons détedters la lignéeSKNBE(2c) une
stabilisation « constitutive » de HIr:Idans les cellules contréles, aussi bien que dess |
cellules traitées, ainsi que sa localisation nué@vant d’étudier la signalisation de mort,
nous avons procédé a deux Vvérifications. Tout d@bta lignéeSKNBE(2c)étant décrite
pour porter une protéine p53 transcriptionnellemeattive (Tweddle et al., 2001), en raison
d’'une mutation ponctuelle au niveau du codon 18bisravons effectué un séquencage d’un
fragment d’ADN génomique. Pour ce faire, nous avamplifié par PCR, puis séquencé, une
région encadrant ce codon dans I'exon 5. Commaditela séquence retrouvée dans les
cellules SHSY5Yétait de type sauvage alors que, les cellules déghge SKNBE(2c)

présentaient la mutation.
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L’observation morphologique du corps cellulairedet noyau (par un marquage au
réactif Hoechst 3342) suggérait une mort de typmptmpique. En effet, la condensation et la
marginalisation de la chromatine (en «roue derektar») ainsi que le rétréecissement des
corps cellulaire avec une structure arrondie matigcte, sont des changements typiques de
I'apoptose.

Durant la cinétique de traitement au CHQlous avons pu séquentiellement détecter
une chute du potentiel membranaire mitochondrikis(pardif dans la lignéSKNBE(2c),
une accumulation progressive de la protéine proagigpe Baxe. et PUMA (sauf dans la
lignéeSKNBE(2c¢), ainsi gu’une activation concomitante de la caspa

Ces résultats étaient compatibles avec une petientmplication de p53 en amont.
Ces deux lignées différant par leur statut du geRB3 nous avons donc voulu caractériser
I'évolution de la protéine p53 au cours de lI'exfiosi des neuroblastomes a un stress
hypoxique. Dans les celluleSHSY5Y portant un allele sauvage du gemé53 une
accumulation progressive de la protéine fut obsedans les temps précoces de traitement.
Puis, lorsque la mort est induite de maniére dSigative, le niveau de p53 diminue
inversement et proportionnellement a 'accumulatdmn la protéine Bax. Dans la lignée
SKNBE(2c) mutée pour le géne codant pour p53, nous détedans les cellules non traitées
une quantité importante de protéine p53. Ce résekt en accord avec d’autres travaux
(Tweddle et al., 2001) mettant en avant la présamndaseque importante de p53 au sein de
cette lignée. Lorsque ces cellules sont traitéesc d& CoCJ, le niveau de p53 diminue
significativement dés deux heures de traitement.

Nous avons décrit dans |eartie I, que les fonctions biologiques de p53 étaient
largement régulées par des étapes de phosphonyfatiades résidus spécifiques. L’évolution
différente du niveau de p53 dans les deux lignéesj que leur sensibilité différentielle au
CoCh, nous a menée a examiner la phosphorylation despbXertains de ses résidus. I
s'agit tout d’abord de la sérine 15 qui est rapidetmphosphorylée et est connue pour
stabiliser p53, en réponse a des dommages a I'ADd) stress oxydatif ou au cours d’'une
hypoxie. Ensuite, notre choix c’est porté sur lagghorylation de la thréonine 81 qui est
étroitement liée a I'activation de la fonction tsariptionnelle de p53 (Buschmann et al.,
2001). Dans la ligné8HSY5Yla phosphorylation de p53 sur la sérine 15 etdctiée trés
précocement a partir de deux heures de traitemeais avec un maxima apres six heures
d’exposition. A cet instant, 25 % des cellules pottla phosphorylation sur la sérine 15 et
15% d’entre elles présentent celle-ci a la mitochien Ceci est en corrélation avec le

pourcentage (17 %) de cellules montrant une chetgatentiel mitochondrial aprés six
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heures d’exposition au CofClCette phosphorylation n’est plus détectée pow téenps
supérieurs de traitement. Aucune phosphorylatiorceuésidu n’a été détectée dans la lignée
ayant une protéine p53 mutée. En revanche, la ploogption sur la thréonine 81 a été
observée dans les deux lignées aprées douze heutestdment, et elle est retrouvée localisée
dans le noyau. Cette phosphorylation n’a pas &érgbe, ni dans les temps précoces, ni pour
des temps plus long que 12 heures.

La phosphorylation sur la thréonine 81 sembleéterravec la phase d’exécution du
processus de mort (PUMA, Bay- La lignée SKNBE(2c)ne semble pas présenter une
accumulation de PUMA ou de Baxméme apres la translocation de p53-Thr81 dans le

noyau.

La méthodologie ainsi que les résultats expériment&dessus sont détaillés et discutés dans

I'article | suivant :

The spatio-temporal apoptotic response to a hypoxia
mimetic drug : CoCl, in two neuroblastoma cell lines, is

depending on p53 status.

Christophe STENGER, Thomas NAVES, Marie-Odile Jaidasi, Mireille
VERDIER and Marie-Héléne RATINAUD.

- Cet article a été soumis pour publication daneuenal «Apoptosis».

- Ces resultats ont également été acceptés pourprésentation sous forme de
« poster » lors du congrés organisé par 'ECDO ngitulé : «15" Euroconference on
Apoptosis» qui avait lieu du 26 au 31 octobre 2007 en Slaére résumé est présenté dans

la partie annexeposter Il .
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ll. Autres voies de signalisation induites par leraitement

au chlorure de cobalt

Induction des voies associées a la survie cellwdair

II.1 Activation de la voie MAPK/Erk

Il a été décrit (Kim et al., 2003 ; Yang et al002) que le traitement de cellules au
chlorure de cobalt induit l'activation des voies d@ansduction du signal associées
normalement aux facteurs de croissances. C'esadedans notre modé(éigure 35). Des
deux heures d’exposition, les deux lignées celiegaprésentent une activation de la voie des
MAPK Erk/pErk. Cette activation précoce disparaitip24 h de traitement parallelement a la
mort cellulaire.

Néanmoins, la signification biologique de cettévation par le CoGln’est pas tout a
fait comprise, puisque dans ces études, les auteiggerent que dans des cellules C6 de
gliomes, l'inhibition des voies des MAPK par PD980%ermet un effet protecteur mais ne
diminue pas la cytotoxicité du cobalt. En revanaes la lignée Hela I'inhibition de cette
méme voie entraine une diminution significativd’dpoptose induite par Cog&l

Enfin, HIF-lo. est un substrat de la protéine Erk activée. Lhitlin de la
phosphorylation par traitement avec PD98059 n’emmpépas la stabilisation de la

sous-unitéx ni la liaison a ’ADN de HIF-1, mais la perte tbeite activité transcriptionnelle.

Erk1l/2
e ) L.
R | g g R ==

SKNBE(2c)
Erkl/2 ——— - . . -
NT 2h 6 h 24 h
500 pM CoCh

Figure 35 : Activation de la voie MAPK/Erk aprés traitement avec 500 uM de Cogldans les deux

lignées de neuroblastome.
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Il est aussi intéressant de noter que la voie d&$KAIErk constitue avec mTOR
(mammalian Target Of Rapamycin), I'une des voiegenras de régulation de I'autophagie.
On peut faire I'hnypothése que la diminution de igpdnibilité en ATP due au Cof£lest
intégrée par la cellule a la fin du stress commepnivation énergétique.

Par ailleurs, dans le cas du cobalt, on ne peailtiexégalement que 'augmentation de
sa concentration intracellulaire durant la cinéigle traitement, ne déclenche pas un stress
calcique activant PYK2 (Proline-rich tyrosine kiea®) qui en retour phosphoryle Ras et
initie la voie MAPK/Erk. Un article recent montre’'gne activation forte et prolongée de la
voie MAPK/Erk a pour effet d'activer la caspaseriépendamment de Fas ou FADD
(Cagnol et al., 2006).

[1.2 Activation de la voie SAPK/INK

L’activation de la voie Erk nous a conduit a nongiesser a une autre voie de
signalisation de survie : la voie SAPK/IJNK. D’'unap parce que cette voie peut étre initiée
par des stress cellulaires tels que des irrad&tiamu par un stress oxydatif, mais également
car JNK est la kinase responsable de la phospliorylasur la thréonine 81 de p53
(Buschmann et al., 2001)

Les résultats obtenus suggerent, en effet, queastimation (par phosphorylation)
correle avec le temps de traitement au chlorureotbalt(figure 36), mais également que son
activation maximale est située a douze heuresaierirtent, moment ou la détection de la

phosphorylation de p53 sur la thréonine 81 estrobse

pINK

SHSY5Y - - . -

K _ _ __
SKNBE(2¢) - J ﬁ
- .-

NT 6h 12h R4

500 uM CoC}
Figure 36 : Activation de la voie SAPK/INK aprés taitement avec 500 uM de CoGldans les deux

lignées de neuroblastome.
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11.3 Conclusion générale dd'Article |

Les résultats de cet article, montrent clairemem tes cellulesSHSY5Y(p53")
développent une réponse apoptotique dépendant&3isyite a I'exposition au chlorure de
cobalt. En effet, outre I'implication précoce etetite de la protéine p53 a la mitochondrie,
des cibles transcriptionnelles (Baxet PUMA) sont transcrites et entrainent une apsepto

irréversible et totale impliquant la caspase-3.

En ce qui concerne la ligné8KNBE(2c) (p53™%), les résultats expérimentaux
démontrent une phosphorylation sur la thréoninet8ine translocation nucléaire de la forme
mutée de p53, avec une activation tardive, maioitapte de la caspase-3. Cependant, la
détection a un niveau basal dans cette lignée,rotgipes dont les genes sont des cibles
transcriptionnelles de p53 (Baxet PUMA), suggere des mécanismes alternatifs tespar
les cellules. Une des hypotheses est I'implicatlerp73, qui est connu pour étre capable de
transcrire des génes cibles de p53, en interagissat des facteurs co-activateurs et la

machinerie transcriptionnelle.
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Chapitre Il : Etude des effets de I'extinction de B3
par ARNI sur I'apoptose induite par CoCl, dans la

lignée de neuroblastome humailsHSY5Y

l. Article Il : signalisation de mort alternative a p53 apres

traitement au CoCl,.

Précédemment dans larticle I, nous avons mis ddeéee le role de p53 dans
I'élaboration de l'apoptose initiée par le CeCll y est apparu que la localisation
intracellulaire de p53, due a des étapes séquiestidéé phosphorylation, régulait la cinétique
des événements cellulaires menanfine a la mort. Afin de confirmer ce réle clé de p53,
nous avons décidé d’éteindre I'expression de getigine en utilisant la technique de 'ARN
interférence (ARNI).

L’ARN interférence ou ARNi est un processus de dégtion spécifique d’ARNm,
éteignant ainsi I'expression d’'une protéine patigea. Il est induit par I'introduction dans la
cellule d’ARN double brin (dsRNA). Protozoaires, vemtébrés, vertébrés, plantes,
champignons, ont tous conservé cette capacité@atoldng du processus évolutif. A 'origine,
ce mécanisme cellulaire est un moyen de lutterredlets infections virales ou tout autre
organisme ayant recours a la formation d’ARN douiri@ lors de leur cycle de vie. Les
accidents de transcription ainsi que la transanptile séquences répétées inversées sont
également dégradés par ARNI, permettant ainsieontr6le qualité » des produits issus de la
transcription.

L’ARNi a été observée pour la premiére fois dans étude (Napoli et al., 1990)
basée sur l'étude du contrdle de l'expression deegédans le petunia. Les auteurs
constaterent que, lorsque I'on introduisait dars\@gétaux un gene codant pour un pigment
sous le contréle d’'un promoteur fort, I'expressiun gene introduit et de I'endo-géne était
éteinte. Ce phénomeéne fut nommé « co-suppressidoutefois, ce n’est qu'en 1998, que
I'on découvrit (Fire et al., 1998), que l'injecti@lARN double brin dans les gonades de C.

elegans résultait dans I'extinction du gene, dans la sége de '’ARNmM correspondait a
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celle des ARN double brin injectés. Ceci identiia ARN double brin, comme les inducteurs
de I'ARNi. Puis, Baulcombe et Hamilton (1999), dértrérent que I'étape cruciale dans
I'élaboration de la signalisation de I'ARNI, ét&tclivage des dsRNA en petits fragments de
20 a 25 nucléotides : les siRNAs.

La compréhension des étapes et la connaissancactlags moléculaires impliqués
dans le processus d’ARNi ont permis son utilisatictes fins expérimentales. C’est un outil
de génétique inverse, offrant la possibilité d'é&udaisément les fonctions d’'un gene
particulier. De plus, il est aussi possible d’exptode potentiels mécanismes alternatifs
recrutés par la cellule, lors de I'extinction deptatéine d’intérét.

On peut diviser la signalisation de 'ARNi en deétapes successives. La premiére
consiste en la détection et le clivage d’ARN doubia. Expérimentalement, dans les cellules
d’invertébrés, on peut induire cette étape en yothtisant des ARN double brin long
(dsRNA) (>200 paires de base). Dans les cellulesrgotes supérieures, il est nécessaire
d’introduire de courtes séquences d’ARN double ,bda seulement quelques nucléotides
(SiRNA) (<30 paires de base). Ceci a pour but d&vune réponse antivirale de type
interféron, qui modifierait la physiologie cellulaj et biaiserait les résultats.

Une fois dans la cellule, la structure d’ARN bicetite va étre reconnue par une enzyme,
appelée DICER, appartenant a la famille des ribiéases de type Il & multidomaines.
DICER va cliver les dsRNA en plus petits fragmethes21 a 25 nucléotides afin de générer
des siRNA.

Dans la deuxieme étape les siRNA formés vont @tikeen charge par un complexe
multiprotéigue nommé RISC (RNA-induced Silencing n@pdex). A lintérieur de ce
complexe, un siRNA simple brin, servira de matrigs « guide »), a la reconnaissance de
'ARNmM complémentaire, ce qui entrainera son clevag I'inhibition de sa traduction en
protéine. Notons que la complémentarité de séquente 'ARNmM ciblé et le siRNA
« guide » doit étre totale. Quelques bases non &mgntaires suffisent pour empécher le

clivage. Ceci en fait donc un mécanisme trés sigefa I'extinction d’une protéine d'intérét.

En 2006, le prix Nobel de Physiologie et Médecmété attribué, a Andrew Z. Fire et
Craig C. Mello, pour leurs travaux concernant legtion de I'expression de genes par la
technologie de 'ARNi. La méme année 14000 artiglentionnaient l'uilisation de cette

technique dans de nombreux organismes, attestaandi@terét.
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Au vu des résultats obtenus dans l'article |, rensns décidé d’étudier plus en
détail le r6le de p53 dans le contréle de I'apoptde cellules de neuroblastome humain
traités au CoGl Nous avons pour cela d’abord éteint I'expressienla protéine p53 par
ARNi dans la lignéeSHSY5Yportant un genelP53 sauvage. Puis nous avons induit

I'apoptose par le chlorure de cobalt.

En premier lieu, nous avons verifié I'efficacité h transfection en ajoutant a I'agent
transfectant des siARN non spécifigues d'un messggetéique mais couplés a un
fluorochrome. Le processus étant efficace a plug@hé, et présentant une faible toxicité
cellulaire nous avons pu envisager des expériesgesa lignéeSHSY5Y Curieusement la
cinétique de mort observée aprés extinction traingide p53 (SiRNE?) et traitement par le
chlorure de cobalt, était plus drastique dés 6dwepar rapport aux cellules non transfectées
mais traitées (WT). Ensuite, nous avons caracté@isénalisation de mort. Dans les cellules
non transfectées et traitées au chlorure de cabalts retrouvons une expression rapide de
p53 (comme décrite précédemment). Dans les celitdasfectées (siRNRY et additionnées
de chlorure de cobalt, le niveau d’expression d& ngste résiduel. Il en était de méme pour
p21 une protéine impliqguée notamment dans la régoladu cycle cellulaire, dont
'expression est dépendane de p53. Dans les cellglsauvages », lI'expression est
rapidement activée apres addition du Gp@ndis que dans les cellules transfectées et
traitées, elle demeure faible. De plus dans cesétes, I'absence d’expression de Bax-alpha,
la présence de t-Bid a la mitochondrie, I'activatde la caspase-8, puis la chute du potentiel
membranaire mitochondrial et I'activation de la pase-3 nous laisse envisager que les
cellules de la ligné&HSY5Yactive une voie alternative de mort en I'absetheg53 et par
conséquent d’'une incapacité a activer la voieigieafisation mitochondriale (indépendante
des récepteurs de mort).

Les résultats de cette étude sont décrits darnglat.

111



lI. Article Il : Recrutement d’'une voie alternative de mort,
induite par le CoCl, aprés extinction de p53 dans des

neuroblastomes ?

L’article suivant décrit les méthodes expérimezdalprésente et discute les résultats

obtenus au cours de cette étude :

An alternative cell death pathway induced by the hgoxia
mimetic drug, cobalt chloride, in neuroblastoma cd$ with

a down-regulated p53?

Christophe STENGER, Thomas NAVES, Marie-Odile Jaidasi, Mireille
VERDIER and Marie-Héléene RATINAUD.

- En préparation

- Les résultats ont également été soumis pour ug@septation sous forme de
« poster » lors du colloque organisé par linstiti¢é biologie intégrative (IFR 83) et
intitulé : «La mort cellulaire : du développement au vieilliseent» qui aura lieu du 3 au 4

décembre 2007 a PARIS. Le résumé est présentdalpadie annexeposter IV
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Chapitre Il : Induction de [l'apoptose par la
desferoxamine (DFO), un autre mimétique de

I'hypoxie, dans des neuroblastomes humains.

l. Intérét de ce travalil

Suite a l'étude d'un stress hypoxique induit parchlorure de cobalt, nous nous
sommes intéressés a un autre mimétique chimiqud’hgpoxie utilisé in vitro: la
desferoxamine (DFO). Rappelons que la DFO est iss@ut chélateur de fer inhibant ainsi
les enzymes de dégradation de HtE-dyant pour effet de mimer une physiologie ceitala
de type hypoxique. Un article menant une étude ewative des effets apoptogénes du GoCl
et de la DFO sur des cellules leucémiques a majyteétout deux induisaient une apoptose
via la voie mitochondriale (Guo et al., 2005). Nd@ams, les auteurs ont testé les effets d’'un
inhibiteur de phosphatases, le métavanadate, stéplanse apoptotique induite (une étude
ayant montré que le vanadate activait I'expressienHIF-Jo, (Gao et al., 2002)). Ici, de
maniere intéressante, le métavanadate inhibe Itapepnduite par la DFO mais n’a aucun
effet sur la mort induite par le CoClPlus curieusement encore, dans ces cellules
leucémiques, le prétraitement au métavanadateucianaeffet sur I'expression de Hik:1lLa
surexpression de HIFeldans ces cellules, via un vecteur inductible,taifiére aucunement
avec I'apoptose induite par la DFO ou le CoCles résultats montrent bien que, d’'une part la
stabilisation de HIF-d par les mimétiques de I'hypoxie n’est pas indigadate a la réponse
apoptotique induite, d’autre part que ces deux t@gehimiques induisent I'apoptose par
'intermédiaire de voies communes mais impliquards dmécanismes d'initiation de
I'apoptose différents.

Ces observations ainsi que le fait que la DFQ\oet pas le cobalt, provoque un arrét
du cycle cellulaire en phase G1/S, nous ont inaitéaractériser les potentielles voies
moléculaires différentes, recrutées dans I'apopitodeite par la DFO. Pour cela, nous avons
fait le choix, tout comme dans l'article I, delignéeSHSY5Y

Avant de présenter et de discuter les résult@gmnaires obtenus, il sera d’abord fait

la présentation de la méthodologie.
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Il. Méthodologie

La plupart des méthodes expérimentales utiliséas da chapitre 11l ont été détaillées dans le
« matériel et méthodes » des articles | et Il. Heorst ici reprises, que les méthodologies

nouvelles ou nécessitant une adaptation a I'éteda BFO.

I1.1 Caractéristiques physico-chimique de la DFO
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Figure 37 : Formule développée de la desferoxamimeesylate (DFO)

- Masse moléculaire 656,79 g.mot - Solubilité : solution aqueuse

Les solutions de DFO sont toujours préparées gpdesmément dans des conditions
stériles juste avant utilisation. La DFO sous fordeepoudre est re-suspendue directement
dans du milieu de culture RPMI 1640 complet (Irogen).

I1.2 Détermination de la cytotoxicité de la desfergamine

La sensibilité de la ligné8HSY5Ya la DFO a été déterminée en utilisant un test. XTT
Brievement, les cellules ont été ensemencées danplaque 96-puits a la concentration de
5.10 cellules/puits dans 100 pL de RPMI 1640 (Invitrogeomplet et incubée & 37°C, 5 %
CO,. A 80 % de confluence, les cellules ont été tesitdvec différentes concentrations de
DFO durant plusieurs intervalles de temps. Ensuétetoxicité de I'agent mimétique fut
déterminée a laide d'un test XTT (2,3-bis [2-meteknitro-5-sulphophenyl]-2H-
tetrazolium-5-carboxanilide (Roche). Le métabolism#ochondrial des cellules vivantes,

provogue la formation d’'un produit coloré a padtir XTT, dont I'absorbance est mesurable a
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492 nm. Cette absorbance est directement propogienau métabolisme mitochondrial et
refléte donc la viabilité cellulaire. Aprés le teanent a la DFO, le milieu est aspiré et changé
par 100 pL d’'un milieu minimum MEM sans rouge démpdl (Invitrogen) auquel sont ajoutés
50 pL d’'un mixe réactionnel (XTT+tampon « électrdnsgfer »). La mesure de I'absorbance
a 490 nm est normalisée avec I'absorbance lue an6®@ans un lecteur de microplaques
MRX Il (Dynex). La dose de 500uM de DFO fut chois@nme dose de travail

11.3 Détection qualitative de la fragmentation de 1ADN par TUNEL

Une des caractéristiques typiques de I'apoptostadsagmentation de 'ADN. Celle-
ci peut étre mise en évidence, par la méthode dejuage des extrémités 3'OH libres,
généreés lors du clivage, par des désoxyribonudéstiouplés a la fluorescéine (TUNEL).

Pour ce faire, les cellules sont comptées et ensatae dans une plaque 24-puits au
fond desquels est disposé une lamelle de verralaire de 14 mm de diametre (Menzel-
Glaser). La concentration d’ensemencement parestitle 25.10cellules et les cellules sont
mises en incubation jusqu’a ce que la confluentmgaie 70 %. Elles sont alors traitées par
500uM de DFO pour différents temps. Apres inducttbimique de I'hypoxie, les cellules
(adhérentes et en suspension) sont lavées unaviecsdu PBS 1X a 4°C puis fixée pendant
15 minutes avec de la PFA 4 % et perméabilisééaidelde TRITON X-100 durant 10
minutes a température ambiante. Apres trois lavageBBS 1X, les cellules sont mises en
contact d'une solution de réaction (Roche) contenafenzyme TdT' et des
desoxynucléotides UTP, couplés a la fluorescéipadant 1 heure a 37°C a l'obscurité. La
préparation est ensuite lavée trois fois avec d81P8 puis montée sur lame de verre avec un
milieu de montage. Les lames sont ensuite obseauéesicroscope a fluorescence (Zeiss) a

la longueur d’onde de 488 nm.

II.4 Quantification par la méthode TUNEL de l'apoptose induite par la

DFO par cytométrie

Les cellules traitées a la DFO sont récupéréesetfriactions adhérente et en
suspension sont rassemblées. Le traitement eséeengque celui décrit auparavant puis les
cellules sont préparées pour un passage en cyienle&CS Vantage, Becton-Dickinson) a
une concentration de 500 000 cellules/500 pL darBRS 1X.

" TdT : Terminal desoxyribonucleotidyl Transferase
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[1l. Résultats

l1l.1 Cytotoxicité de la desferoxamine

Les lignéesSHSY5Y¥et SKNBE(2c)nt été mis en contact de différentes doses de DFO
et pour différent€ temps puis leur sensibilité & 'agent mimétiquedéterminée par le test
XTT (figure 38). Comme obtenu dans des expériences antérieurd3FCa ne présente
aucune cytotoxicité sur la ligné8KNBE(2c)méme apres 48 heures de traitement (non
montré). A linverse, la lignéeSHSY5Y présente une sensibilité a la desferoxamine
dépendante uniquement du temps, pour les dose® deVb 150 uM et 200 uM, mais
dépendante du temps et de la dose pour des coatommsrplus grandes de 500 uM et 1mM
de DFO.

mNT
127 024 h

om
TN
N
jum pen

0,8

0,6

04 1

XTT (Abs490-Abs690)

0,2

50yM  150puM  200puM 500 uM  1mM DFO

Figure 38 : Effet cytotoxique de la DFO sur la liggeSHSY5Y

(La ligne pointillée rouge représente la DO corresfamt & un puit sans cellules, NT : non traitée)

Au vue de ces résultats et par souci de riguedo$e de 500 UM de DFO a été choisie

comme dose de travail. Les résultats pourront &itneicomparés a ceux de Il'article | et II.

8 Temps étudiés a partir de 12 h car des expérigméagables (n=3) montrent que la DFO ne préseamtara

effet sur la viabilité cellulaire deSHSY5Ypour des temps courts.

116



[11.2 Traitement a la DFO et p53

Le traitement a la DFO entraine, tout comme le itpbae phosphorylation spécifique
sur la sérine 15. Cependant, cette forme phospfmryest détectée que tardivement (24 h) et
se localise dans le noyau, alors que, lorsquedé&ecte la forme non phosphorylée de p53,
on remarque gu’elle est cytoplasmique et semblalis#e a la mitochondrie. L’analyse par
western-blot confirme une accumulation précoce YGthpar conséquent une potentielle
implication de p53, suite a I'exposition des caBBHSY5Ya 500 uM de DFO pendant 24

heures.

6 h
NT DFO 500 UM
p53 e - (A)

Cellules controéles

’
24 h 500 pM DFQ)
N
/’

p53 (clone DO-3)

(©)
TOPRO-3

24 h 500 uM DFO

Figure 39: p53 est stabilisé (A), phoshorylé sur I&érine 15 et relocalisée dans le noyau (B) aprées

traitement avec 500 uM de DFO. La fraction cytosotjue non phosphorylée est mitochondriale et nucléaar

(©).

117



[11.3 Traitement a la DFO et protéine pro-apoptotique Bax
111.3.1 Accumulation de Bax dans I&1SY5Yraitées avec DFhum

La protéine Bax s’accumule progressivement au codiuse cinétique longue, de

48 heures de traitement avec le mimétique de I'kigpgar rapport aux cellules controles.

[11.3.2 Bax est localisé a la mitochondrie

La protéine pro-apoptotique Bax est localisée aitachondrie des celluleSHSY5Y
aprés 24 heures de traitement a la DFO. Aucunetiiiea la mitochondrie n’est observée
pour des temps plus précoces, malgré son accupmnlatimédiate mise en évidence par

western-blot.

BAX (P19)

L A)

NT 2h 6h 24 h 48 h

DFO 500 pM

NORMANSKY

Non-traitées

(B)

Figure 40 : Induction et accumulation de Bax dansels cellulesSSHSY5Yaprés traitement avec 500 uM de

DFO (A). Puis, a partir de 24 heures, Bax se locak a la mitochondrie induisant la mort cellulaire B).
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l1l.4 Les évenements mitochondriaux et nucléairesnduisent I'apoptose

La relocalisation nucléaire de p53 stabilisé paplsasphorylation sur la sérine 15, la
présence de p53 dans le cytoplasme et plus patieodent a la mitochondrie, ainsi que
I'accumulation de la protéine pro-apoptotique Béasa localisation mitochondriale, sont des
caractéristiques de I'induction d’'une réponse detmde type apoptotique. Nous avons donc
voulu tester cette hypothese et, pour ce fairesrauons dans un premier temps détecté la
fragmentation de ’ADN par la méthode TUNEL.

l11.4.1 Détection qualitative de la fragmentatiom|tADN par TUNEL

La fragmentation de I’ADN est une caractéristigbechimique de la mort
apoptotique. Lorsque les cellules sont traitées@HO 500 M, nous détectons a partir de 12
heures de traitement, mais surtout a 24 heurescelades TUNEL-positives témoignant
d’'une fragmentation de '’ADN.

Figure 41 : La fragmentation de '’ADN aprés un tratement a la DFO.

LesSHSY5%ont traitées a la DNAse | puis soumise au margjaagc le mixe de réaction TUNEL complet (A)
ou sans TdT (B), ceci servant de controles pasitifégatif de réaction. Apres 12 h (C) et 24 hd@xposition

a la DFO, un marquage TUNEL est observé.
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[11.4.2 Détection quantitative de la fragmentata®|’ADN par TUNEL

Les cellules marquées par la méthode TUNEL (pbéaaent traitées avec 500 uM de
DFO), sont ensuite passées dans un cytométre deeflla fluorescence est détecté et
quantifiee sur au moins 10 000 cellules. Les rasuthontrent que pour les temps auxquels la

viabilité est remarquablement affectée, c'est-a-@dir24 h et 48 h de traitement, nous

observons de 5 a 25 % d’apoptose respectivement.
L’analyse des cytogrammes a été faite a l'aide afyiclel WinMDI 2.8, la fenétre R2

encadrant une augmentation initiale de la fluonesegar rapport a la population totale et la

fenétre R3 ciblant une augmentation franche dritadscence.
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Figure 42: Quantification

par cytométrie du marquage TUNEL aprés traitement desSHSY5Ypar la DFO.

[11.5 Induction de la voie MAPK/Erk par la DFO

Tout comme

le chlorure de cobalt, la desferoxangrevoque dans les cellules de

neuroblastomes traitées, une activation de la degee MAPK/Erk. Bien que cette activation

soit nette, elle semble néanmoins sensiblementfaible, que lors du traitement au cobalt de

ces mémes cellules.

pErk1/2

Erk1/2

NT 2h 6h 24 h 48 h

DFO 500 pM

Figure 43: La voie MAPK/Erk est induite dans lesSHSY5Yapres traitement avec 500 uM de DFO.
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V. Discussion

Le stress hypoxique (voire anoxique) dans les tumewalignes est un parametre
fondamental dans I'évolution du cancer et est soyen fonction de son degré d’'importance,
un facteur de mauvais pronostic (Vaupel et al.,720Qa compréhension des mécanismes
impliqués, pourrait aboutir a I'élaboration de neaux agents thérapeutiques, ciblant des
acteurs moléculaires impliqués.

Dans notre étude, nous avons induit un stress xype in vitro en utilisant un
mimétique chimique de I'hypoxie, chélateur de fardesferoxamine (DFO). Une seule de
nos lignées (celle portant un alléle sauvage dwe géPb3 développe une sensibilité a
I'exposition au mimétique. En effet, la lign&&KNBE(2c) mutée pour p53, reste insensible a
I'action de la DFO, méme pour des traitements aflasgu’a 72 heures. Une des hypothéses
pouvant expliquer ce phénomene serait qu'a la serfee ces cellules se trouve une pompe
(transporteur actif) de drogues. Bien que n'ayonsdgtecter la présence de Pgpl70 (géne
mdrl) dans des extraits protéiques totaux de cett@digit est tout a fait envisageable qu'il
existe au niveau membranaire un export de DFOyagmr d’autres protéines dont celles de
la famille MRP.

Une autre hypothese, serait que les protéinesaadsla régulation des points de
contrbles de la progression du cycle cellulaireytdait partie p53, soient également mutées.
Un déficit transcriptionnel, méme partiel, di antatation au codon 135 de p53 dans cette
lignée, pourrait expliquer I'absence de protéinesantrdle du cycle cellulaire normalement
transcrites par p53 (par exemple p21). Néanmoiaig dignée continue a proliférer en
présence de DFO. Or le fer est un cofacteur esdentk enzymes de réplication de ’ADN.
Cet aspect rend la compréhension de la physiottEs8KNBE (2c)plus complexe.

La lignée SHSY5Yprésente, pour des doses faibles et allant jusg0GuM, une
sensibilité dépendante du temps de traitement etpas de la dose appliqguée. Dans ce cas
plus le traitement est long plus la cytotoxicitél@®FO sera marquée. En revanche, pour des
doses plus importantes, comme 500 uM ou 1 mM deétmene, le traitement provoque une
réponse cellulaire dépendante, non seulement dpstemais aussi de la dose. Au regard de
ces observations et, afin de pouvoir comparer paulte les effets de deux mimétiques de

I’hnypoxie, nous avons opté pour une dose de travaijue de 500 uM de DFO.
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Les résultats expérimentaux de l'article | ont tn@rque, la mort cellulaire induite
dans la lignéeSHSY5Ysuivant un traitement de 500 uM de CoGnpliquait p53. Nous
avons donc, dans un premier temps, voulu configquerle stress apporté par I'exposition a la
DFO entrainait une accumulation de p53. En effet, gix heures de traitement, on détecte par
western-blot une augmentation du niveau de prot@h® par rapport aux cellules contréles.
La DFO bloguant la cellule en phas@/&du cycle cellulaire, cette accumulation de p&3 e
corrélée a sa phosphorylation, plus tardive sgeline 15 et a sa stabilisation. Contrairement
aux résultats obtenus pour le chlorure de cobetite dorme phosphorylé de p53 ne se localise
pas a la mitochondrie mais s’accumule dans le ndgaui laisse penser que, I'élaboration de
la réponse apoptotique est plus tardive et pouimagiquer, essentiellement, la fonction
transcriptionnelle de p53. Cependant, dans ce m@&meéele, nous avons pu mettre en
évidence que la fraction non phosphorylé sur lmeé&5 de p53, était détectée dans le noyau
mais aussi a la mitochondrie. Ceci peut étre impugfonction intégrative du signal de p53.
En effet, dans ces travaux préliminaires, nous ava@asactérisé uniquement la
phosphorylation sur la sérine 15. De prochainedestpourraient préciser quels autres résidus
de p53 sont spécifiqguement phosphorylés en répanse stress hypoxique. Ainsi, I'acide
aminé phosphorylé et le moment ou se situe ce psaseconditionne sa localisation et donc
sa fonction cellulaire (Bode et al., 2004).

La mort cellulaire induite par le CoQmpliquait le facteur pro-apoptotique Bax. Dans
ce modele, le traitement a la desferoxamine, progame accumulation significative de Bax
par rapport aux cellules contrbles, dées les tempsopes d’exposition. Néanmoins, cette
accumulation n’est suivie d’une mort cellulairersfigative qu’a partir de 12 heures (cf test
XTT). En outre, ce n’est qu'a partir de 24 heuresdntact avec la DFO, que nous observons
une localisation mitochondriale de Bax et pouvonggerer une perméabilisation de la
mitochondrie et une induction de I'apoptose.

Ceci, a été en partie, confirmé par une détectian la méthode TUNEL de la
fragmentation de I'ADN, consécutive a une signdilisade mort. En effet, un marquage
TUNEL-positif dans environ 5 % des cellules estarté a 24 heures de traitement. Aprés 48
heures de traitement nous détectons une apopteswidin 25 % des cellules. La mort
induite par la desferoxamine est donc plus tardjue celle provoquée par le cobalt et
nettement moins importante. Ceci pourrait étre wuedfets différents provoqués par les deux
mimétiques. Le chlorure de cobalt entre en comipatavec le fer, diminuant ainsi I'activité

de la chaine de phosphorylation oxydative mitochiate] tandis que la DFO est un chélateur
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de fer. Le cobalt induirait un stress cellulairagpimportant et en conséquence une réponse de
mort plus drastique.

Toutefois, le test XTT révele une toxicité remaabje des 12 heures de traitement. Or
les acteurs moléculaires apoptotigue (Bax) ou séguldirectement ou indirectement
I'apoptose (p53) ne sont pas significativement ctétde a cet instant. Plusieurs explications
sont possibles et devront étre expérimentalemetéde pour caractériser précisément la ou
les voie(s) de mort activée(s) par le traitemelat BFO. D’une part, une réponse nécrotique
secondaire peut étre envisagée. En effet, unatmivsoudaine en fer peut étre a l'origine de
la mort des cellules les plus prolifératives (ayamt indice de réplication de I'ADN
important). D’autre part, une apoptose induite ggdautres molécules pro-apoptotiques telles
que Bad (activation de la voie Akt) et aussi pdssiDes études en cytométrie, du potentiel
mitochondriale (sonde JC1) et de la perméabilitémbranaire (TOPRO-3) pourraient
répondre en partie a ces deux hypothéses.

Un autre processus cellulaire a envisager estofdnagie. En effet, de plus en plus de
travaux tendent a montrer qu’une réponse apoptigmporellement décalée suite a un
stress drastique est due a l'initiation préalalalesdla cellule du processus autophagique. Des
études, utilisant des marqueurs moléculaires dddfagie, tels que LC3-Il (protéines de
lisison aux microtubules présentent au niveau denéambrane de l'autophagosome) et
Beclin-1 (protéine de I'appareil de Golgi, initidatformation de 'autophagosome), seront a
envisager. L'initiation préalable de l'autophagi®uprait résulter de dommages a la
mitochondrie provoqués par la chélation de fer.

Pour conclure, on peut dire que le chlorure deatteet la DFO entraine la mort par
des mécanismes probablement différents, mais nduiraientin fine une signalisation de

mort mitochondriale.

L’étude de I'hypoxien vitro par l'utilisation de mimétiques de I'hypoxie pragedes
avantages pratiques, avec une bonne reprodudiloiés résultats. Néanmoins, bien gu'ils
reproduisent certains effets moléculaires (staiib® de HIF-&, implication majeure de p53,
de la mitochondrie et induction de I'apoptose) 'tigdoxie physiologique, leurs divergences
quant a l'implication de voies de transduction diignal de mort ainsi que des acteurs
moléculaires impliqués, posent des limites dangéaéralisation des résultats. Ce dernier
point sera plus amplement discuté dans la partieaste . «Conclusion générale et

perspectives».
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Au cours de ce travail nous avons exploré, les svale signalisation de mort
déclenchées par un stress de type hypoxique. Laruwchl de cobalt a été utilisé comme
molécule mimétiquen vitro de I'hypoxie. Cette étude a été réalisée en tpoiscipales
étapes. Nous avons tout d'abord vérifié la sigaibsn de mort (voie intrinseque), induite par
le chlorure de cobalt dans les deux lignées deohdastome humain. Ensuite, nous avons
confirmé le réle de la phosphoprotéine p53 danssigmalisation de mort au niveau
mitochondrial, via sa phosphorylation précoce susérine 15. Simultanément, nous avons
déterminé I'évolution de la localisation intracédive de la protéine p53 lors de la phase
d’exécution de I'apoptose (en étudiant la phosghation de la thréonine 81). Enfin, afin
d’étudier plus précisément le role de cette deendans la signalisation apoptotique, nous
avons éteint son expression protéique par la tgaende 'ARNiI. Le but était d’'empécher
p53 de transactiver des genes impliqués dans tleddemlu cycle cellulaire et/ou dans la mort
cellulaire (p21, Bax, PUMA). D’autre part, I'étudies voies de transduction du signal et de
signalisation de mort activées faisant suite a exgosition avec un autre mimétique de
I’hypoxie couramment utilisén vitro: la desferoxamine, ont été également étudiées demns

lignées.

Dans une premiére partie, nous avons exploré désswde transduction du signal
apoptotique induites par le CeCPour ce faire, la cytotoxicité de la molécule mimue de
I'hypoxie a été étudiée et une concentration de pPDa été retenue. Cette derniere était
suffisante pour induire une mort cellulaire modé€progressive sans phénotype nécrotique.
Le chlorure de cobalt provogue des changements hotogiques et biochimiques
caractéristiques de la mort cellulaire dans lexdgmées, et ce dans un intervalle de temps
relativement court (24 h). L'examen morphologiqes dellules et du noyau ainsi que I'étude
du potentiel membranaire mitochondrial, ont oriemére étude vers I'apoptose. En effet, la
perte du potentiel membranaire mitochondrial estvénement caractéristique de I'apoptose,
ainsi que la condensation de I’ADN. Cette dernggté observée dans les deux lignées apres
traitement au chlorure de cobalt. Cependant, danghéeSHSY5Y il semble se produire
deux vagues successives de dépolarisation memteanaochondriale. Un premier collapse
du potentiel membranaire mitochondrial, précocé)@mplique seulement une fraction des
cellules (environ 20%) et est corrélée a la préseate p53 phosphorylé sur la sérine 15
(p53Serl5) a la mitochondrie et une augmentationl'@gression de la protéine pro-
apoptotique Baxt. Une seconde vague de signalisation, plus tardiveatir de 12 h), est

concomitante a la localisation nucléaire de p53sphorylée sur la thréonine 81 (p53Thr81)
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et a 'accumulation de la protéine pro-apoptoti@uEMA. Il se produit une chute du potentiel
membranaire mitochondrial, suivie d’'une mort ceité concernant la grande majorité des
cellules.

Dans la lignéeSKNBE(2c) mutée pour p53, aucune phosphorylation de p53asur
Serl5 n'a été détectée. En outre, cette lignéet sut@ chute du potentiel membranaire
mitochondrial & partir de 12 h d’exposition au chte de cobalt. Celle-ci est paralléle a la
translocation nucléaire de p53Thr81, mais aucundatia significative du niveau
d’expression de PUMA et de Baxn’a été détectée au cours de la cinétique detnait au
cobalt. Néanmoins, la détection d’un niveau basatptession de deux génes cibles de p53
dans cette lignée, suggere que malgré la préseémearitant de p53 transcriptionnellement
inactif, les genes cibles de p53 peuvent étre ¢crans(de facon plus modérée). Parmi eux
d’autres facteurs de transcription, tels que p730OX3A (Melino et al ., 2004) pourraient
étre impligués. De plus, il a été montré récemmeue la mort induite par
ischémie/reperfusion dans des cellules intestinélai contrdlée par PUMA, mais que son
expression était indépendante de p53 (Wu et dd.7R@ependant, 'absence de variation de
ces protéines au cours de la cinétique, pourrag 8tie au fait, que ces facteurs de
transcription, appartiennent a des voies de siggi@din indépendantes de celles activées par
I'exposition & la molécule mimétique de I'hypoxie.

La difféerence dans la cinétique de la réponse apigpe entre ces deux lignées,
pourrait également étre due au statut du facteuradescription N-Myc. En effet, dans la
lignée SKNBE(2c)il a été décrit que le géne codant la protéinmyd-est amplifié (Tweddle
et al., 2001). C’est un régulateur majeur de ldifgration et de la différenciation cellulaire.
L’expression et l'activité des protéines de la filgnmyc sont fréquemment dérégulées
(souvent par amplification génique ou translocatidiromosomique), dans les cancers
humains, illustrant leur activité oncogénique. N#@ams, la surexpression de N-Myc est
associée a deux types de réponses cellulaires @ppdd’une part, la prolifération cellulaire,
d’autre part la mort par apoptose. L'élément adé@rfant la balance entre ces deux réponse est
p53. N-Myc agit positivement sur I'expression detFf. Ainsi p14%" inhibe MDM2 et
stabilise p53 en empéchant son ubiquitinylatioseetiégradation par le protéasome 26S. Ceci
entraine dans le cas d'une expression anormaleélenée en signaux de prolifération,
I'initiation d’'une apoptose dépendante de p53 poar effet de contrecarrer la signalisation
de prolifération de N-Myc. Dans les neuroblastonte MMyc est amplifié, on retrouve
constamment co-amplifié un autre facteur de trapison : Twist-1 (Valsetia-Wittman et al.,

2004). Il a été montré que, celui-ci, inhibe leqassus de mort cellulaire dépendant de p53,
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en inhibant p1F (Maestro et al., 1999) et en empéchant la phoggitan de p53 sur la
sérine 20 (Stasinopoulos et al., 2005), élémergngies a son activation. Ainsi, N-Myc et
Twist-1 coopéreraient en induisant, la proliférateellulaire (N-Myc), et en inhibant la mort
cellulaire (Twist-1). Ceci pourrait étre en adédquatavec I'évolution de I'expression de p53
observée dans la lignée mutée. En absence de, §t@sast retrouvée en grande quantité dans
les cellules. N-Myc y étant décrit comme ampliflépourrait via p14~F, inhiber MDM2 et
stabiliser p53. Cette derniére étant transcripttiement inactive, elle ne peut déclencher
directement une signalisation apoptotique. Lorstpsge cellules sont mises en contact du
chlorure de cobalt, le stress entraine une diminufoogressive de p53 résultant de
linhibition de p14™~F par l'implication de Twist-1. Il serait donc ingssant de caractériser
I’évolution de I'expression de Twist-1 dans cesxdkgnées et de déterminer ses interactions
potentielles avec p53. Ceci est d’autant plus ingmrque nos résultats suggérent tendent a
montrer une implication de p53 dans la signaliseipoptotique.

Au cours du processus de mort étudié dans la lig@td8Y5Y la localisation de
p53Serl5 a la mitochondrie et le collapse du palemembranaire mitochondrial qui lui fait
suite, entraine l'activation de la caspase-3. Etrepu’accumulation des protéines pro-
apoptotiques Bax-et PUMA durant le traitement au CeCtontribue trés probablement a ce
collapse a partir de 6 h puis plus tardivement @pt@ h de traitement et jusqu’a
I'établissement d’'une mort totale. En revanche sdarignéeSKNBE(2c) cette activation est
legerement plus tardive et ne devient significatipgéa partir de 12 h. Cependant, nous
n'avons pas mis en évidence d’accumulation de déépre Baxe. ou PUMA au cours de la
cinétique de traitement. On peut suggérer que, tidfauacteurs moléculaires seraient
impliqués dans la permeéabilisation de la mitochendune des hypothéses pourrait étre
'implication de la protéine Bad. En effet, le Ce@ctive des voies de survie, telles que la
voie MAPK/Erk ou JNK, et leur inactivation tardiya partir de 12 h de traitement) pourrait
contribuer a lever I'inhibition qu’elles exercentrdBad en empéchant sa phosphorylation et
donc sa séquestration par le protéine cytoplasmigii8-3. Cette derniere, pourrait alors
interagir avec des protéines anti-apoptotiquesdajue Bcl-x, et libérer une autre protéine
pro-apoptotique, induisant la perméabilisationalenltochondrie, I'activation de la caspase-3
et 'exécution I'apoptose. Des travaux récents sogut que I'activation prolongée de la voie
MAPK/Erk pourrait entrainer l'auto-activation de laaspase-8 indépendamment de
I'implication de FADD et par conséquent des réeceggade mort (Cagnol et al., 2006). La

caspase-8, ainsi activée, pourrait cliver la pradid, entrainant la relocalisation de tBid a la
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mitochondrie, la chute du potentiel membranaireoafiondrial et la cascade de signalisation
apoptotique.

Les résultats expérimentaux concernant I'implicatie p53 dans la mort induite par
le CoCh, nous ont amené a étudier plus en détail le rélepd3 dans I'induction de la
signalisation de mort par un stress hypoxique. Reufaire, nous avons travaillé avec la
lignée SHSY5Ydont le genelrP53 est sauvage (wt). Nous avons éteint I'expression de la
protéine par la technique d’ARNI. Lors du traitermaxec le chlorure de cobalt, les cellules
sauvages (wt), comme les cellules transfectéeshlagmnt continuer a mourir. Au vue des
précédents résultats, il était alors plausible ge’'woie de signalisation alternative de mort
soit impliquée. Celle-ci semblerait s’effectuer vida chute du potentiel membranaire
mitochondrial et I'activation de la caspase-3. Celaat, I'extinction de la protéine p53 et de
Bax-n, laissaient envisager l'implication d'une autreotgine pro-apoptotique a la
mitochondrie.

Des travaux (Jung et al., 2004 ; Weinmann e2804) suggerent que la caspase-8 et
la voie des récepteurs de mort pourraient intervagms I'apoptose induite par I’hypoxie et le
chlorure de cobalt. En outre, d’autres auteurs d#rhontré I'implication de Bid dans la
signalisation de mort induite par des dommage#®BN (Kamer et al., 2005). De plus, son
clivage ne dépendrait pas systématiquement de dpasa-8 (Garnett et al., 2007) ou de
I'oligomérisation des récepteurs de mort (Tang let 2000). Par conséquent, nous avons
analysé le facteur pro-apoptotique Bid. Aprés umosition a 500 uM de Cog&lnous avons
mis en évidence la présence, dans les cellulesfeetées (SIARRPY), du fragment clivé tBid
(Truncated Bid) a la mitochondrie. Ceci est en et@vec I'activation de la caspase-8 (en
amont) et la chute du potentiel membranaire mitadnal (en aval). En absence de p53, la
cellule semble initier 'apoptose via une voie altdive, avec des acteurs moléculaires
associés a la voie de signalisation de mort «reségque ». Il faudrait déterminer comment et
par I'intermédiaire de quel facteur, un stress ttaha peut induire I'activation de la caspase-
8. Une hypotheses impliquerait I'activation de ksgase-2. En effet, celle-ci a été décrite
comme pouvant cliver la procaspase-8 lors de I'gm#p induite par les céramides et
I'étoposide dans des cellules lymphocytaires T @timl., 2004). D’autres travaux (Wieder et
al., 2001), suggérent que la capase-8, pourrait @ttivée, par la caspase-3. En effet, il
semble que le traitement de ces cellules par ghrdigicine ou du taxol, engage la voie de
signalisation apoptotique mitochondriale, ainsi daetivation de la caspase-3 et de la
caspase-8. Dans ce modéle, I'activation de cetteiéte peut étre bloquée, par un inhibiteur

de la caspase-3. En revanche, I'expression d’uramitBADD dominant négatif n’a aucun
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effet. Le traitement par ces molécules n’induit pas plus de synthése endogene de FasL.
Ainsi l'activation de la caspase-8 (méme dans @dsles immunitaires), n'est pas forcément
liée au recrutement des récepteurs de mort membgananais peut faire suite a des stress
cellulaires « internes ». Bien que son activatiersemble pas nécessaire a la signalisation de
mort mitochondriale, elle pourrait jouer un réleawdiplification du signal de mort afin que
'apoptose se déroule dans un intervalle de tempscirsct. Nos résultats semblent
compatibles avec ces travaux. En effet, dans kdeeSHSY5Yp53 est nettement impliqué
dans I'élaboration de la réponse de mort. Son aesedans les cellules transfectées,
n‘empéche pas linduction de l'apoptose par le ahi® de cobalt, mais celle-ci semble
conduite par une voie alternative. Des expérienoesplémentaires de détection de I'activité
de caspase-2, seront a envisager dans les callutegansfectées afin de déterminer si celle-

ci cooperent avec p53 dans I'exécution de la malhtilaire.

Nos résultats obtenus aprés traitement au £ @0t deux lignées de neuroblastome
différant par la capacité transcriptionnel de Iptotéine p53, et I'extinction de cette protéine
par ARN interférence, sont en faveur d’'une dichotomes fonctions de p53. En effet,
I'extinction de I'expression de p53 dans la ligr&dSY5¥habolit pas I'induction de la mort
cellulaire apres traitement au chlorure de coliatinen’observe pas non plus le délai présent
dans l'induction de I'apoptose dans la ligrig#€NBE(2c) Ceci tend a confirmer I'implication
précoce de p53Serl5 a la mitochondrie dans l'indacte la signalisation de mort et
également a confirmer son absence dans la liGKBE(2c) Dans cette derniere, le délai
d’initiation de la mort est probablement due a $afce d’'un recrutement précoce de p53,
alors que sa phosphorylation sur la thréonine 8H&®ctée plus tardivement apres 12 h de
traitement. 1l est envisageable que lintégratiom stress appliqué est dépendante de
nombreuses protéines (comme ATM/ATR ou Chk1/2),mpuvent se trouver inactivées dans
la lignée mutée pour p53. Néanmoins, p53 semblerjain rdle prépondérant dans
I'intégration du signal et I'élaboration de la priéne vague de mort cellulaire. En effet, dans
les cellules préalablement transfectées avec d@NASP, son absence force la cellule a
recruter une voie de mort alternative qui n’'indpés I'exécution de l'apoptose en deux
vagues successives. Ce rble « mitochondrial » d8, pbdépendant de sa fonction
transcriptionnel, pourrait étre mieux caractérise teansfectant les cellules de la lignée
SKNBE(2c)avec des siRNK>. La protéine p53 étant mutée dans son domainéaisen a

I’ADN dans cette lignée, son extinction par ARNeriérence permettrait d’étudier les voies
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moléculaires potentiellement impliquées dans leutecnent de p53 lors d’'un stress de type
hypoxique.

La derniere partie de notre travail, a été cosaarl’étude des effets d’'une exposition
a une autre molécule mimétique de I'hypoxie : Isfelxamine (DFO). Le chlorure de cobalt
et la DFO agissent tous deux sur la mitochondne neerfererant avec le processus de
respiration mitochondriale (Clyne et al., 2001){raimant I'apparition d’espéces oxygénées
réactives ou ROS (Zou et al., 2001), et provoqudas dommages a I'ADN. La
desferoxamine (chélateur de fer) induirait, en plasrét du cycle cellulaire ens (Dayani
et al., 2004). Ces deux modes d’action différemisnettrait de comprendre les résultats du
test de cytotoxicité de la DFO. En effet, I'insduiliié des cellulesSKNBE(2c)pourrait étre
due a l'incapacité d’élaborer une signalisationutaire de mort suite a I'exposition au CeCl
qui vraisemblablement induit des dommages a 'ADHative par la voie ATM/ATR.

La DFO a un effet temps et dose dépendant, pasircdecentrations supérieures a
200uM. Toutefois la signalisation intracellulairetiaée semble lente a s’exécuter. Afin de
pouvoir comparer les voies de transduction actiwdgee les deux mimeétiques de I'hypoxie,
nous avons choisi une dose unique de 500 uM. Apagement des cellules a la DFO, nous
avons mis en évidence une accumulation de Baxi, giressa localisation a la mitochondrie,
suivie d’'une fragmentation de I'’ADN, témoignant ltexécution de I'apoptose. Néanmoins,
la dynamique et la localisation cellulaire de pSB8dfférente de celle retrouvée au cours de la
signalisation induite par le CoLIEn effet, lorsque I'on traite avec 500 uM de DR,
constate une accumulation précoce des 6 h de p&hrbins, la forme phosphorylée sur la
serine 15, n'est détectée qu’apres 24 h de traitesteest localisée dans le noyau. La fraction
non phosphorylé de p53, localisée a la mitochondoerespondrait a la fraction basale de
p53 liee a Bcl-x, empéchant celle-ci d’exercer son activité antgaptique.

Ces résultats soulévent de nouvelles interrogationsernant le(s) role(s) exact(s) de
p53 dans la réponse de mort a I'hypoxie. Des inyatsbns supplémentaires sont nécessaires
pour caractériser plus précisément le phénoméneffen la différence observée au sein des
deux lignées, ainsi que l'implication de p53 amng#une voie de signalisation en fonction de
la molécule mimétique utilisée, peuvent étre ergésaa différents niveaux.

Tout d’abord au niveau transcriptionnel. La mutataans le domaine de liaison a
'ADN de p53 dans la lignéeSKNBE(2c) empécherait p53 de présenter une activité
transcriptionnelle. Des expériences de réactivatiermutants transcriptionnels de p53 sont
possibles grace a une molécule nommée PRIMA-1 Réttivation and Induction of

Massive Apoptosis 1). Celle-ci restaure 'activiténscriptionnelle de protéines mutantes en
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rétablissant une conformation tridimensionnelle cadée (Bykov et al., 2002). Des
expériences préliminaires ont été menées au labratonfirmant que le traitement des
cellulesSKNBE(2c)par PRIMA-1, induisait une mort massive en fonctau temps, et ce,
quelque soit la dose appliquée. Ces travaux dewgmendant étre approfondis, car cet effet

dose-indépendant semble surprenant.

Outre sa fonction de facteur de transcription, S8 également décrit comme un
effecteur de I'apoptose, souvent comparé a unetipmt« BH3-only » (Yee et al., 2005).
Dans notre modele, c’est son activité mitochondrigl’il a été possible de caractériser.
Toutefois, afin de déterminer avec plus de préaisibimportance de la part
« transcriptionnelle » de p53 dans la réponse haltal est possible d’utiliser une molécule :
la p-pifithrin. Cette molécule inhibe spécifiquernéa voie de I'apoptose mitochondriale
contrdlée par p53 en I'empéchant de se lier a BadtxBcl-2 sans avoir de conséquences sur
I'activité transcriptionnelle de p53. En cela, edlst préférable a la-pifithrin qui inhibe la
fonction transactivatrice de p53, mais égalemenparie sa translocation mitochondriale
(Strom et al.,, 2006). De maniére complémentaingjlisation de la nutline (inhibiteur de
l'interaction p53/MDM?2), stabilise p53 et favoris®en accumulation en lI'absence de tout
stress cellulaire. L'augmentation de la fractionopfasmique de p53 dans des cellules non
stressée entraine une translocation d’'une partie lgemitochondrie et le déclenchement de
I'apoptose. Lorsque l'on traite simultanément celtutes avec de I'agglutinine (un inhibiteur
du transport nucléaire de p53), il possible d’asatyndépendamment, la voie mitochondriale

de I'apoptose induite par p53 (Chipuk et al., 2003)

Dans cette étude, des voies moléculaires implgwEns la signalisation de mort
suivant un stress de type hypoxique ont été expborBléanmoins, les résultats différents
obtenus, au niveau moléculaire, entre deux mimésigde I'hypoxie, suggerent que ces
derniers ne peuvent reproduire que certains descasple I'hypoxie. De plus, la réponse

cellulaire au stress hypoxique semble rester hgéér® et dépend largement du type cellulaire
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Mitochondrial localization and activity of P-glycoprotein in
doxorubicin-resistant K562 cells.

Munteanu E, Verdier M, Grandjean-Forestier F, Stengr C, Jayat-Vignoles C, Huet S,
Robert J, Ratinaud MH.

Lab. Physiologie Mitochondriale EA 3842 — FaculéeMédecine 87025 Limoges, France

ABSTRACT :

It is now well-established that P-glycoprotein 1@#®-gp), an efflux pump involved in
multidrug resistance (MDR) is overexpressed at plesma membrane of doxorubicin-
resistant K562 leukemia cells. Nevertheless, sévesalts suggested: (i) that P-gp-mediated
drug efflux was not the only mechanism involved resistance; (ii) that intracellular
compartments could accumulate the drug, preverittifigm reaching its nuclear targets; (iii)
that agents able to reverse multidrug resistanceg leal to intracellular drug redistribution.
We have studied the localization of P-gp in mitaultrda as well as its functional properties
in this compartment. Using several monoclonal aatibs (MoAbs) directed against different
P-gp epitopes, a protein was detected in the cgsoplof two doxorubicin-resistant K562
sublines and, by confocal laser scanning microscthpy protein was shown to co-localize in
the Golgi apparatus and in mitochondria, in eqertlproportions. Purified mitochondria
were isolated from K562 cell variants; the presentea protein of about 170 kDa and
reacting with several anti-P-gp antibodies wasss=tin MDR cells by Western blotting and
flow cytometry. Functional assays have shown thébchondrial P-gp was involved in
doxorubicin accumulation inside the organelle bott in its efflux, suggesting an orientation
of P-gp in the mitochondrial membrane inverse &t tibserved in the plasma membrane. A
potential role for mitochondrial P-gp in MDR cellgould be to protect the nucleus from
doxorubicin. This is the first demonstration of firesence and functional activity of P-gp in

mitochondria of MDR cells.
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ABSTRACT:

It is now well established that P-glycoprotein 1{#-gp), an efflux pump involved in
multidrug resistance (MDR) is overexpressed at plesma membrane of doxorubicin-
resistant K562 leukemia cells. We have studiedlabalization of P-gp in mitochondria as
well as its functional properties in this compammnédJsing several monoclonal antibodies
directed against different P-gp epitopes, a proteas detected in the cytoplasm of two
doxorubicin-resistant K562 sublines and, by confot@ser scanning microscopy in
mitochondria. Purified mitochondria were isolateonfi K562 cell variants; the presence of a
protein of about 170 kDa and reacting with sevarai-P-gp antibodies was assessed in MDR
cells by Western blotting and flow cytometry. Fuootl assays have shown that
mitochondrial P-gp was involved in doxorubicin acuuation inside the organelle but not in
its efflux, suggesting an orientation of P-gp i ttmitochondrial membrane inverse to that
observed in the plasma membrane. A potential rotenfitochondrial P-gp in MDR cells
would be to protect the nucleus from doxorubicimisTis the first demonstration of the

presence and functional activity of P-gp in mitaatica of MDR cells.
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Expression of neurotrophins and related receptorsn human B
cell lines. Evidence for their induction by serum éprivation and

Fas activation.
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1. EA3842 Homéostasie Cellulaire et Pathologiesuk@ de Médecine 87000 Limoges 2
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ABSTRACT

In order to study cellular expression of neurotiopi(NT) and their related receptors in B
cell maturation, NGF, BDNF, NT3, TrkA, TrkB, TrkCnd p75NTR expression were
investigated in a panel of immortalized lympholdastcell lines [proB (RS4), pre B
(Nalm6), mature B cells (BL2) and plasmocytes (U26®y flow cytometry,
immunocytochemistry and western blotting.

Our data showed that all Trk and p75NTR are botsgnmt in resting cell lines with a
prominent intra cytoplasmic sequestration, remdgkabnserved during B cell maturation.
In contrast, only TrkB receptor was expressed emtiembrane, of lesser than 20% of cells,
whatever the stage of maturation. InterestinglkClcytoplasmic expression enhanced with
differentiation, expressed in 20 % of pro-B cetls,more than 80 % in U266 cells. The
production of all NT was unchanged on B cell mataraand concerned more than 80% of
cells.

After a 3-day serum deprivation and / or a 24-hyasxire to agonistic anti-Fas Mab, all cell
lines were characterized by an increase of memhbsaarpression of TrkA, TrkB receptors
and p75NTR, with maximal expression in mature Blsceblthough, NGF and BDNF
production was enhanced in stressed conditionscedlyein U266, NT3 production was
dramatically reduced by serum deprivation and restdy anti-Fas activating mAb. In
stressed conditions, BDNF-producing cells were attarized by a capping of TrkB
receptors in the membrane, explained by an au®cseacretion induced by serum
withdrawal.

Studies of apoptosis in all these conditions neddetle investigated to determine the

function of this potential autocrine regulatiorBreell lines.
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drug: CoCl, in two neuroblastoma cell lines is depending on 85

status.
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ABSTRACT :

During hypoxia, it has been shown that p53 is uplegd and induces a mitochondrial
apoptosis. Cobalt Chloride (Cofil a hypoxia-mimetic agent, leads to stabilizatidnthe
Hypoxia-Inducible Factor-lalpha (HIFa)l protein, and p53 accumulation. Divergent data
reports about the exact p53 implication in Go€dll death. Hence, we investigated the GoCl
effects on neuroblastoma cell lines carrying, asype p53 $HSYS5Y, and a mutated-DNA-
binding domain p533KNBE(2c). After analysing CoGlinduced mitochondrial apoptosis
pathway on both cell lines (i.e. Bax expression Al collapse), we focused on events
related to p53-dependent pathways. Basal p53 esipresh controlSHSY5Ycells increased
under CoCJ treatment, reaching a strong signal at 6 h thenedsed progressively until 24 h.
In opposite, p53 was detected at a high level inreated SKNBE(2c)cells, and was
significantly abolished in a time-dependent mannker. SHSY5Y cells p53 serine 15
phosphorylation appeared early (6 h) located ontoamondria, on the contraigKNBE(2c)
cells did not exhibit phosphorylation at this resd In both cell lines, threonine 81-
phosphorylated p53 was later detected (12 h) imemgcWe demonstrated that Ce@iduces
apoptosis in neuroblastoma cell lines via p53 tmee-dependent manner according to their

subcellular localization and sequential p53 phosghtion pattern.
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ABSTRACT

Neuroblastoma, as many others solid tumor, predeypiexia areas due to extreme tumor
growth. Such hypoxic stress triggers activatioraddpecific cellular adaptative metabolism
through the stabilization of the Hypoxia-inducilidetor-1o. subunit (HIF-1). Cobalt chloride
(CoCb) is commonly used as a hypoxia-mimetic agent wudce HIF-I stabilization.
Divergent data concerning p53 implication in Cgildduced cell death exist. Following
treatment of neuroblastongHSY5Xells (p53 wt) by CoG| we reported in a previous study,
an apoptosis through a mitochondrial-dependentwaathinvolving p53 translocation to
mitochondria. In our present study, we down-reguap53 expression by RNAi and
monitored CoGtinduced cell death. After transfections and Ga@atments, we observed
cell death without p53 expression. As expected, tab@eted proteins, such as p21 and Bax,
were not up-regulated. Nevertheless, a mitochohdn@mbrane potential collapse and a
caspase-3 activation appeared later. Ga@luced apoptosis was triggered by caspase-8
activation, tBid mitochondrial translocation, inditg recruitment of cell death receptor
pathway regulators. Our results suggest that pg&isentral molecular actor of the apoptotic
response irBHSY5Yfollowing a hypoxia-like stress and that its laabtivates an alternative

cell death pathway.
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Vacuolisation du cytoplasme dans une cellule
SKNBE(2c)apres 24 h de traitement au CoGl

Les fleches indiquent les vacuoles autophagiquessinoyaux sont marqués au TOPRO-3 (bleu).
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