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Résumé

Suite a I’adoption du mode de vie occidental, a la croissance et au vieillissement de la
population mondiale, le cancer devient une des causes principales de mortalité dans le monde
entier. Il est donc fondamental de comprendre pourquoi et comment un cancer se développe
afin de mettre au point de nouveaux traitements plus performants et plus appropriés. En effet,
les traitements fournis aux patients ne sont pas toujours efficaces pour éliminer complétement
les cellules tumorales et des phénomeénes de résistance sont fréquemment observés. De
nombreuses €tudes ont déja montré que la résistance des cellules cancéreuses est corrélée
avec la présence d’un environnement hypoxique au sein des tumeurs.

Le principal facteur de transcription activé en hypoxie est appelé HIF-1 (hypoxia-inducible-
factor). Ce facteur de transcription permet non seulement aux cellules cancéreuses de
s’adapter a 1’hypoxie mais également de résister a 1’apoptose induite par certains agents
chimiothérapeutiques. Cette résistance est rendue possible grace a 1’action de HIF-1 qui
favorise la survie et la prolifération cellulaire en régulant 1’expression d’une série de geénes
impliqués dans divers processus permettant aux cellules tumorales d’échapper a 1’apoptose et
de former des métastases.

Au cours de ce travail, nous avons étudi€ les effets de I’hypoxie sur 1’apoptose induite par le
taxol ou I’épirubicine dans les cellules MDA-MB-231, issues d’un cancer du sein
métastasique. Dans un premier temps, nous avons montré que I’hypoxie protege les cellules
MDA-MB-231 de I’apoptose induite par le taxol. Nous avons ensuite étudié les variations
d’expression de certains membres de la famille Bcl-2 afin de comprendre les mécanismes
impliqués dans cette protection et afin d’investiguer un éventuel role de ces membres dans la
protection apportée par I’hypoxie. Nous avons également étudi€ 1’activité de HIF-1, dans les
différentes conditions expérimentales, afin de savoir si HIF-1 est impliqué dans la protection.
Les résultats obtenus n’ont pas exclu cette hypothese et nous avons donc étudi€ les effets de
I’inhibition de HIF-1, a I’aide de siRNA anti-HIF-1a, sur I’apoptose induite par le taxol et
I’épirubicine. Cette expérience nous a permis de confirmer que HIF-1 est en partie
responsable de la protection, induite par I’hypoxie, face a 1’apoptose induite par le taxol dans
les cellules MDA-MB-231. Nous avons finalement étudié les effets de I’inhibition de HIF-1 a
I’aide de siRNA anti-HIF-la sur I’expression de genes impliqués dans 1’apoptose.
L’ensemble de ces résultats indique que HIF-1 est un acteur central de I’induction de la
résistance des cellules cancéreuses aux agents utilisé€s en chimiothérapie.
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ABREVIATIONS

(t)Bid (troncated)BH3 interacting domain death agonist
ABC ATP-binding cassette

ADN Acide désoxyribonucléique

ADP Adénosine diphosphate

AHR Aryl hydrocarbon receptor

AIF Apoptosis inducing factor

AMP Adénosine monophosphate

ANT Adenine nucleotide translocase

AP-1 Activator protein 1

Apaf-1 Apoptotic protease-activating factor-1

ARN Acide ribonucléique

ARNT Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator
ATF Activating transcription factor

ATM Ataxia telangiectasia mutated

ATP Adénosine triphosphate

ATR Ataxia telangiectasia and Rad3 related

Bad Bcl-2-associated death promoter

Bak Bcl-2 homologous antagonist/killer

Bax Bcl-2—associated X protein

Bcl-2 B-cell lymphoma 2

Bcl-xl Basal cell lymphoma-extra large

Bcl-xs Basal cell lymphoma-extra small

BER Bbase-excision repair

BH Bcl-2 homology domain

BHLH-PAS | Basic-helix-loop-helix/Per-Arnt-Sim homology
Bim Bcl-2-interacting mediator of cell death

BIR Baculovirus IAP Repeat

Bnip3 Bcl-2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3
Bok Bcl-2-related ovarian killer

BRCALl Breast cancer 1

Brep Breast cancer resistance protein

CARD Caspase activation and recruitement domain
CBP Creb binding protein

Chk Checkpoint homolog

CSF Colony-stimulating factors

CXCR4 CXC chemokine receptor

DD Death domain

DED Death effector domain




ABREVIATIONS

DISC Death Inducing Signaling Complex
DLCI1/LC8 |Dyneine light chainl/light chain8

EGF Epidermal growth factor

Endo G Endonuclease G

EPO Erythropoiétine

ERK Extracellular signal-regulated protein kinase
FADD Fas-associated death domain

FIH-1 Factor inhibiting HIF

FLIP FLICE-inhibitory protein

GLUT Glucose transporter

HAT Histone acetyl transferase

HBS HIF-1 DNA binding site

HDM?2 Human double minute 2

HER?2 Human Epidermal growth factor Receptor 2
HIF-1 Hypoxia-inducible factor-1

HRE HIF-1 responsive element

HUVEC Human umbilical vascular endothelial cells
IAP Inhibitor of apoptosis

ICAD Inhibitor of caspase-activated DNase

IGF Insulin-like growth factor

IKK IkB kinase

1L Interleukine

JNK c-Jun N-terminal kinases

kDA kiloDalton

LOX Lysyl oxydase

MAPK Mitogen activated protein kinase

Mcl-1 Myeloid cell leukemia sequence 1

MDR Multidrug resistance

MMR Mmismatch repair

MRP Multidrug resistance-associated protein
mTor Mammalian target of rapamycin

NER Nucleotide-excision repair

NFkB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NLS Nuclear localisation signal

NOS Nitric oxyde synthase

ODDD Oxygen dependent degradation domain
PARP Poly (ADP-ribose) polymerase

PDGF Platelet derived growth factor

PFKBF3 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2, 6-biphosphatase
Pgp P-glycoprotein

PHD Proline hydroxylase




ABREVIATIONS

PI3K Phosphoinositide 3-kinases

PIDD p53-induced protein with a death domain
PTP Permeability transition pore

Puma p53 upregulated modulator of apoptosis
Pvhl von Hippel-Lindau protein

RAIDD (RIP)-associated ICH-1/CED-3 homologous protein with a death domain
RIP Receptor-interacting kinase

ROS Reactive oxygen species

SCF Stem cell factor

SDF-1 Stroma cell derived factor-1

ser sérine

Smac Second mitochondria-derived activator of caspases
SOD Superoxyde dismutase

SODD Silencer of death domain

SRC-1 Steroid receptor coactivator-1

TAD Transactivation domain

™ Transmembrane

TNFR Tumor necrosis factors receptor

TRADD TNF receptor-associated via death domain
TRAF2 TNF receptor-associated factro 2

TRAIL TNF-related apoptosis-inducing ligand
VDAC Voltage-dependent anion channel

VEGF Vascular endothelial growth factor

XIAP X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein
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1. Le cancer

Le cancer est une des causes principales de mortalité¢ dans le monde entier et représente un
réel probleme de santé publique. Les derniers chiffres disponibles provenant du Centre
international de recherches sur le cancer (Circ) se rapportent a I’année 2002. En 2002, le
nombre de nouveaux cas de cancer en un an (I’incidence) a été estimé a 10,9 millions (5,8
pour les hommes et 5,1 pour les femmes), le nombre de déces dus au cancer a été estimé a 6,7
millions (3,8 pour les hommes et 2,9 pour les femmes) et plus de 25 millions de personnes
vivant avec un cancer cinq ans aprés le diagnostic ont été dénombrées. Les principaux
nouveaux cas de cancer sont les cancers du poumon (1,3 million), les cancers du sein (1,15
million) et les cancers colorectaux (1 million).

Chez les hommes, le cancer du poumon est le cancer présentant I’incidence la plus élevée
avec 965 000 nouveaux cas par an et le taux de mortalité le plus important avec 848 000
déces.

Chez les femmes, c'est le cancer du sein qui est au premier rang, a la fois en terme
d'incidence, avec 1 151 000 nouveaux cas par an, et de mortalité avec 411 000 déces par an.
Le cancer du sein est également le cancer présentant la prévalence la plus €levée avec 4,4
millions de survivants cinq ans aprés le diagnostic. Les trois grands facteurs avancés pour
expliquer ce développement du cancer sont le vieillissement de la population, I'adoption au
plan mondial du mode vie occidental (sédentarité, obésité...) et le tabac.

« Suite a la croissance et au vieillissement de la population mondiale, et sur la base de
différentes hypotheéses quant aux tendances des risques du cancer, d'ici a 2030, on peut
s'attendre a ce qu'il y ait entre 20 et 25 millions de cas incidents de cancer, et 13 a 16 millions
de déces annuels dus au cancer », indique le CIRC dans un communiqué. Ce seront alors 75
millions de personnes dans le monde qui souffriront du cancer en 2030. C’est pourquoi il est
fondamental de comprendre pourquoi et comment un cancer se développe afin de mettre au
point de nouveaux traitements plus appropriés (www-dep.iarc.fr).

L.1. Origine des cancers

La multiplication cellulaire est un mécanisme complexe, hautement régulé, qui trouve son
équilibre entre les processus activateurs (stimulateurs de la division cellulaire) et les processus
inhibiteurs (inhibition de la division cellulaire et mort cellulaire programmée ou apoptose).
Toute perturbation de cet équilibre peut faire pencher la balance soit du c6t€ inhibiteur, dans
ce cas la cellule meurt ou entre en sénescence, soit du coté activateur et la cellule se divise de
facon incontrdlée et peut donner naissance a un cancer. Le développement d’un cancer est le
résultat d’altérations touchant le génome. Pour la majorité des cancers humains, les altérations
sont somatiques, c’est-a dire uniquement présentes dans les cellules de la tumeur. Dans 4 a
10% des cas, une mutation est présente dans le génome de la lignée germinale, ce qui va
prédisposer le sujet porteur au développement d’un cancer. Dans ce cas, la mutation peut étre
transmise aux descendants et on parlera de cancer héréditaire. De plus, 1'altération d'un seul
geéne ne suffit pas a transformer une cellule normale en cellule tumorale, plusieurs anomalies
génétiques indépendantes sont requises. Seule l'accumulation de ces altérations génétiques
permet d'aboutir au phénotype tumoral. Les altérations génétiques présentes au sein des
tumeurs sont extrémement variées et sont représentées entre autres par des délétions, des
réarrangements chromosomiques, des amplifications géniques, des pertes de chromosomes
entiers et des mutations ponctuelles. Ces altérations n’apparaissent pas de maniére spontanée,
elles peuvent étre d’origine virale (virus de I’hépatite B et C, virus d’Epstein-Barr, virus du
papillome humain), héréditaire ou sont provoquées par des rayonnements (rayons X, rayons 7y)
ou des facteurs cancérogenes (tabac, dioxine, amiante, alcool, contraceptifs oraux, aliments
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carbonisés ou fumés). Les genes touchés par ces altérations peuvent étre class€s en trois
catégories : les proto-oncogenes, les génes suppresseur de tumeurs et les génes de stabilité.
Les proto-oncogeénes peuvent étre divisés en cinq groupes différents et leur altération est
associée a une sur-activation des voies favorisant la prolifération cellulaire.

e Le premier groupe de genes encode les facteurs de croissance et les cytokines tels
que SCF (stem cell factor), le PDGF (Platelet derived growth factor) les CSF (Colony-
Stimulating Factors) et les interleukines IL1 a 3.

e Le second groupe comprend les récepteurs de facteurs de croissance qui stimulent la
prolifération cellulaire lorsqu’ils sont activés. Le récepteur au facteur de croissance
épidermique (HER?2) est un récepteur a tyrosine kinase impliqué dans 20% des cancers
du sein qui présente une activité accrue suite a son amplification génique.

e Le troisieme groupe comprend les transducteurs de signaux situés entre le récepteur
et le noyau. Par exemple, une mutation ponctuelle touchant la petite protéine G ras lui
permet d’étre active constitutionnellement et d’étre responsable de certains cancers du
poumon, du pancréas et colorectaux.

e Le quatrieme groupe comprend les facteurs de transcription. Une surexpression du
facteur de transcription c-myc, qui active la division cellulaire, est observée dans 15 a
20% des cancers du sein.

e Le cinquieme groupe comprend les régulateurs de la mort cellulaire programmée.
Des protéines possédant un role anti-apoptotique telles que Bcl-2 ou Mcl-1 sont
souvent surexprimées dans les lymphomes.

Les geénes suppresseurs de tumeurs sont des geénes qui inhibent la division cellulaire et
induisent I’apoptose. A 1’opposé des proto-oncogenes, les génes suppresseurs de tumeurs
provoquent des cancers quand ils sont inactivés. Une trentaine de génes ont été identifi€s
parmi lesquels on retrouve p53. Ce facteur de transcription est activé lorsque des dommages a
I’ADN sont détectés. p53 actif inhibe la division cellulaire a la phase G1 ou G2/M jusqu’a ce
que ’ADN soit réparé ou induit I’apoptose si les dommages ne sont pas réparables. Des
mutations inactivant p5S3 sont retrouvées dans la moitié€ des cancers humains et dans 20 a 30%
des cancers du sein.

Les geénes de stabilité sont responsables de la réparation de I’ADN lorsque celui-ci est
endommagé durant la réplication ou aprés exposition a des agents mutagenes. Cette classe de
gene encode les protéines impliquées dans les MMR (mismatch repair), les NER (nucleotide-
excision repair) et les BER (base-excision repair). Le géne de stabilit€ le plus €tudi€ est le
géne BRCAL. La protéine BRCA1 intervient dans le maintien de I’intégrit€¢ du génome car
elle joue un rdle dans la réparation des cassures doubles brins de I’ADN. Des mutations
(délétions, insertions, translocations) touchant ce géne sont retrouvées dans 90% des cancers
héréditaires du sein.

(http://www.cancer.org/docroot/ETO/content/ETO 1 4x oncogenes and tumor_suppressor
genes.asp; Osborne et al, 2004 ; Vogelstein and Lazebnik, 1998).)

1.2. Cancer du sein

Le cancer du sein est une tumeur qui se développe suite a la prolifération anarchique des
cellules de la glande mammaire. Durant le stade précoce de la maladie, la tumeur reste
localisée au niveau du sein et peut étre facilement soignée par chirurgie ou radiothérapie. Si la
tumeur n’est pas soignée, celle-ci va s’étendre jusqu’aux ganglions lymphatiques et va
devenir métastasique ayant pour conséquence le développement des cellules tumorales dans
d’autres parties du corps. Lorsque le cancer devient métastasique, il est principalement traité




Nouveaux agents cytotoxiques dans le cancer du sein Nouveaux agents non cytotoxiques dans le cancer du sein

Alkylating agents Cible/Mécanisme d’action ~ Agents
Bendamusti .
Anthracyclines
Trastuzumab
AD-198 Her-2/neu (Herceptin®)
14-Acyl-N-benzyl anthracyclines Bispecific mAb
Anthrapyrazoles E23(Fv)PE
Antifols E1A gene therapy
LY231514 (MTA) E75 peptide vaccine
LY309887 EGFR C225 mAb
Raltitrexed (Tomud, ; s
apsoat ( Lanuidag) Tyrosine kinase
7/ -Methylene-10-Deaza-aminopterin (MDAM) inhibitors
Camptothecins Protein Kinase C inhibitors Bryostatin
DX8951f Miltefosine
RS200
Fluoropyrymidines BCL-2 Antisense Therapy
Nucleoside analogues Angiogenesis inhibitors TNP-470
Cramisitabin Neovastat
Taxanes : :
Angiostatin
Alkylphosphocholines .
Endostatin
Miltefosine
CM101 (endotoxin)
Perifosine
Interferon alpha
Aminoacridines
Interleukin 12
CT-2584
. RPF4
Declopramide
Thali id
Depsipeptide (FR901228) demice
Diarylsulfonylureas Ribozyme Therapy
Diethylnorspermine rHuVEGF antibody
Epigallocatechin Matrix Metalloproteinase
inhibitors Marimastat
Epothilones
Indolocarbonzoles

6-Hydroxymethylacyl-fulvene

Microtubule inhibitors

Abbreviations: EGFR = epidermal growth factor receptor;
rHu = recombinant human; VEGF = vascular endothelial

growth factor

Tableau L.1: Liste des agents chimiothérapeutiques (& gauche) et des agents utilisés en
thérapie ciblée (a droite) employés dans le traitement du cancer du sein (Esteva et al, 2000)




Figure L1 : Représentation des protéines impliquées dans les voies de signalisation favorisant la prolifération
cellulaire. Certaines protéines représentent des cibles intéressantes pour la mise au point de nouveaux traitements
anti-cancer : 1 = inhiber les facteurs de transcription qui favorisent la survie cellulaire tels que NFxB, 2 = inhiber
mTOR, 3 et 4= bloquer I’activation des récepteurs aux facteurs de croissance, 5 et 6 = inhiber I’activation des
kinases impliquées dans la transduction du signal, 7 = inhiber les kinases qui activent le cycle cellulaire (Osborne
et al, 2004).
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par chimiothérapie. Les agents les plus efficaces et les plus utilisés sont les anthracyclines
(doxorubicine, épirubicine) et les taxanes (paclitaxel, docetaxel).

La doxorubicine et 1’épirubicine sont des agents qui s’intercalent dans I’ADN et inhibent la
synthése d’ARN et de protéines. Ils générent aussi des radicaux libres cytotoxiques, inhibent
le clivage de I’ADN par la topoisomérase II, inhibent I’activité hélicase et interferent avec la
réplication et la transcription de I’ADN. Comme les anthracyclines induisent une cytotoxicité
cardiaque, la dose utilisée est limitée. Cependant, 1’épirubicine est moins toxique que la
doxorubicine.

Le paclitaxel, aussi appelé taxol, et le docetaxel sont des produits naturels isolés
respectivement a partir des arbres Taxus brevifiola et Taxus baccata. Ces agents se lient de
maniere réversible a la sous-unité B de la tubuline induisant sa polymérisation provoquant
ainsi un arrét de la division cellulaire a la phase G2/M et finalement I’apoptose (Wang et al,
2000). Parallelement aux anthracyclines et aux taxanes, il existe de nombreux autres agents
thérapeutiques (Tableau I.1) pour le traitement du cancer du sein tels que le
cyclophosphamide (agent alkylant qui forme des ponts entre les bases d’ADN), le 5-
fluorouracil et la capecitabine (des analogues pyrimidiques qui s’incorporent dans I’ADN et
I’ARN et inhibent la réplication) et le Trastuzumab (anticorps dirigé contre le récepteur
HER2).

Actuellement, de nombreuses recherches sont ciblées sur le développement de nouveaux
agents qui permettraient de soigner les tumeurs par thérapie moléculaire. Ces nouveaux agents
sont congus pour inhiber diverses protéines impliquées dans les voies de signalisation qui
favorisent la prolifération des cellules tumorales. Les cibles les plus intéressantes sont les
récepteurs aux facteurs de croissance et leur ligand, les molécules impliquées dans la
transduction du signal, les protéines régulant le cycle cellulaire et les facteurs de transcription
(Figure 1.1) (Esteva et al, 2001 ; Osborne et al, 2004).

Le traitement prescrit aux patients atteints du cancer du sein est défini en fonction du stade
d’avancement de la tumeur et les agents administrés sont soit uniques, soit combinés. Parmi
les thérapies combinées, la combinaison anthracycline + taxane semble prometteuse pour le
traitement du cancer du sein a un stade avancé et est actuellement intensivement étudiée.
Malgré une grande hétérogénéité des mécanismes d’action, tous ces agents ont pour objectif
d’induire la mort des cellules tumorales.

2. Les différents processus de mort cellulaire

La mort cellulaire peut se dérouler via trois mécanismes principaux : la nécrose, I’autophagie
et I’apoptose (Figure 1.2).

La nécrose est considérée comme étant une mort cellulaire non régulée, accidentelle et
pathologique caractérisée par un gonflement du cytoplasme, la rupture de la membrane
plasmique, une destruction des organites, un relargage du contenu cellulaire engendrant une
réponse inflammatoire. La nécrose est induite suite a I’inhibition de la production d’énergie, a
un déséquilibre dans les flux de calcium intracellulaire, a une production de ROS et a
I’activation de protéases non apoptotiques. Cependant, de récentes études ont suggéré que la
nécrose peut également €tre régulée et avoir un role dans certains processus physiologiques et
pathologiques (Proskuryakov et al, 2003 ; Ricci and Zong, 2006).

L’autophagie peut se résumer en trois étapes : 1. la formation d’une vacuole initiale, appelée
autophagosome, caractérisée par une double ou une multiple membrane, qui séquestre une
portion de cytoplasme et/ou un organite ; 2. la maturation de 1’autophagosome en vacuole de
dégradation ; 3. la fusion avec le lysosome et la digestion des organites par des hydrolases
lysosomales. L’autophagie est un mécanisme complexe et finement régulé impliqué dans la
mort cellulaire mais également dans 1’homéostasie et la survie cellulaire. En effet,
I’autophagie joue un rdle important dans le turnover des protéines et le remodelage du
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cytoplasme et permet a la cellule de survivre face a des situations de stress ou de jeiline
(Meijer and Harris, 2007). Cependant, en opposition a ces mécanismes de survie, I’autophagie
est aussi un mécanisme qui induit la mort cellulaire par destruction et digestion totale de la
cellule. De plus, il existe de multiples connexions entre les voies de signalisation de
I’autophagie et de 1’apoptose, ce qui permet a la cellule de «switcher » entre ces deux
mécanismes ou de les activer simultanément (Maiuri et al, 2007). Dans les cancers,
I’autophagie peut jouer deux rdles opposés : soit elle protege les cellules tumorales de la
diminution en nutriments et des traitements thérapeutiques en recyclant les protéines et en
inhibant 1’apoptose, soit elle induit et/ou contribue a la mort des cellules tumorales (Ogier-
Denis and Codogno, 2003).

L’apoptose, aussi appelée suicide cellulaire, représente une mort cellulaire programmée et
hautement régulée qui élimine les cellules devenues inutiles ou nuisibles. Elle est responsable
du maintien de I’homéostasie des tissus en régulant 1’équilibre entre prolifération et mort
cellulaire. En effet, un exceés de mort cellulaire conduit a I’apparition de maladies
dégénératives (maladie d’Alzheimer ou de Parkinson) ou a des syndromes
d’immunodéficience tandis qu’un déficit de mort cellulaire contribue a I’apparition de
maladies auto-immunes ou de cancers (Mizuno ef al, 1998 ; Fadeel and Orrenius, 2005). Les
caractéristiques d’une cellule en apoptose sont le bourgeonnement de la membrane plasmique,
la condensation de la chromatine, la fragmentation de ’ADN et la formation de corps
apototiques (suite a la fragmentation de la cellule en petites vésicules). Ces petites vésicules
sont ensuite phagocytées par les cellules avoisinantes ou par des macrophages. Contrairement
a la nécrose, I’apoptose n’induit pas d’inflammation et la membrane plasmique des cellules
n’est pas détruite (Majno and Joris, 1995). L’apoptose est considérée comme étant le
mécanisme principal de la mort cellulaire induite par les agents chimiothérapeutiques et son
mécanisme est 1’objet de nombreuses recherches (Ricci and Zong, 2006).

2.1. L’apoptose

L’apoptose peut étre divisée en trois phases : la phase d’initiation, la phase d’intégration et la
phase d’exécution. La phase d’initiation correspond a I’apparition de signaux induisant la
mort cellulaire. Ceux-ci peuvent provenir de 1’extérieur (voie extrinséque) ou de I’intérieur de
la cellule (voie intrinséque ou voie mitochondriale). La phase d’intégration est la phase durant
laquelle la décision d’induire la mort cellulaire est prise. C’est un point de non retour car une
fois I’apoptose activée, elle conduit inévitablement a la mort cellulaire. La phase d’exécution
correspond a D’activation de caspases et d’effecteurs de mort qui vont contribuer a la
dégradation des constituants cellulaires et a la mort de la cellule.

2.1.1. Les caspases

L’activation des caspases (dont le nom provient de cysteine-dependent aspartate specific
protease) correspond a la phase d’exécution de 1’apoptose. Les caspases forment une grande
famille de protéases dont les membres ont des roles distincts dans 1’inflammation ou dans
I’apoptose. Toutes les caspases partagent certaines caractéristiques communes. Elles
possedent au niveau de leur site catalytique un domaine pentapeptidique conservé comprenant
les acides aminés QACXG (Fan et al, 2005). Elles sont toutes exprimées en tant que pro-
enzymes qui ne possédent pas d’activité catalytique et contiennent trois domaines, un pro-
domaine de 3 a 24 kDa du c6té NH, terminal, une grande sous-unité de 17 a 21 kDa (p20)
appelée grande sous-unité catalytique et une petite sous-unité de 10 a 13 kDa (p10) du coté C-
terminal appelée petite sous-unité catalytique (Figure 1.3) (Chowdhury et al, 2008).

Les caspases impliquées dans I’inflammation sont les caspases 1, 4, 5, 11, 12, 13 and 14. Les
caspases impliquées dans 1’apoptose sont divisées en deux groupes, les caspases initiatrices
qui initient la réponse aux divers stimuli pro-apoptotiques et les caspases effectrices qui



Caspase initiatrice voie extrinséque Caspase initiatrice voie intrinséque

Asp Asp Asp Asp
Activation au sein d’un complexe Activation au sein d’'un complexe
multiprotéique: le DISC multiprotéique: I’'apoptosome
N ’ «
complexe actif i
auto-activation +~ ; GO a5k

auto-activation

clivage de la caspase™ clivage de la caspase

-

T
Asp Asp )
——3% %[5 Procaspase effectrice

1" clivage sur le motif
contenant le résidu Asp

A
vy Enzyme partiellement
. . . E clivée
28me clivage élimination

du prodomaine

hétérodimérisation .
Enzyme active

Figure 1.4 : Représentation de I’activation des caspases suite au déclenchement de I’apoptose
par la voie extrinséque ou intrinséque.
http://www.unilim.fr/theses/2006/sante/20061im0300d/htm1/TH.2 .htm]




Caspase substrates
1) Apoptotic and inflammatory reeulators

Proapototic Antiapoptotic Inflammeatory molecultes
Bid Bcel-2 RIP [L-1p

Caspases Bel-xL pO5S/RelA IL-18

DFF43 FLIP, IKK} 1.-16

p28 Bap31 XIAP clAP-1

2) Protein Kinases and other sienal transduction regulators

DNA-PK MEKK ] FAK Akt
Raf-1 Mstl Msi2 SLK
PITSLRE pl10 PITSLRE p170 PKN PRK2
Fyn Weel SRPK | SRPK?
CaMK 1V CaMK I« CaMKK ROCK 1
IKKf ~RIP PKCO PKCS
PKCu PKCZ SPAK PP2A
RasGAP Chl Chl-b 7ZAP-70

3) Cytosolic and nuclear structural proteiny

a~fodrin actin Gas-2 gelsolin
Beta H-spectrin B-Catenin Cytokeratin 18 NuMA
Lamin A Lamin B Lamin C DNA pol. |
HnRNP proteins C1 and C2 70-kDa protein of Ul snRNP
topoisomerases | and 11 UBF

4) Repair fuctors
PARP DNA-PK Rads1 ATM
Rad9

5) Cell eycle regulators
p27 p2! Rb Mdm?2
Cde2?7 Weel

6) Disease related fuctors
huntingtin ataxin-3 androgen receptor atropin- |
APP

Tableau 1.2: Liste reprenant certains des substrats des caspases (Degterev et al, 2003)
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Figure 1.5 : Représentation de la voie de signalisation du TNF. La voie extrins€que est
activée suite a la liaison du ligand TNF a son récepteurs TNFR1. Pour les détails, voir le texte
(Jin and EL-Deiry, 2005).
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clivent différents substrats au cours de I’apoptose. Les caspases initiatrices possedent un long
pro-domaine contenant soit un « death effector domain » (DED) (caspases 8 et 10) soit un
« caspase activation and recruitement domain » (CARD) (caspases 2 et 9). Les caspases
effectrices (caspases 3, 6 et 7) possédent un pro-domaine court et sont activées par les
caspases initiatrices. L’activation des caspases initiatrices se réalise par la voie intrinséque ou
par la voie extrinseque et se réalise au sein d’un large complexe protéique (I’apoptosome ou
DISC) qui permet de rassembler les pro-caspases inactives. Celles-ci vont ensuite subir deux
auto-clivages protéolytiques au niveau de résidus aspartates spécifiques. Suite au clivage du
pro-domaine, la grande sous-unité s’associe a la petite sous-unit€é pour former un
hétérodimere (Jin and EL-Deiry, 2005 ; Thornberry and Lazebnik, 1998). Ces dimeéres vont
dimériser pour former un hétérotétramere actif (composé de deux sous-unités p20 et deux
sous-unités p10) doté d’activité catalytique (Figure 1.4). Les caspases vont aller cliver et
activer d’autres substrats dont les caspases effectrices. Les caspases et la sérine protéase
Granzyme B sont des protéases spécifiques car ce sont les seules protéases a cliver des
substrats aprés un acide aminé aspartate. Les caspases effectrices activées vont ensuite se
charger d’exécuter I’apoptose en clivant divers substrats. Les protéines clivées par les
caspases sont des protéines cytoplasmiques (actine, B-caténine, plakoglobine, etc), des
protéines nucléaires (lamine A et B), des protéines impliquées dans le métabolisme et la
réparation de I’ADN (PARP-1, ICAD, DNA-topoisomérase) et bien d’autres (Tableau 1.2)
(Chowdhury et al, 2008). Le clivage de ces différents substrats initie la phase finale de
’apoptose.

2.1.2. La voie extrinseque

La voie extrinseéque est activée suite a la liaison de ligands inducteurs de mort a leurs
récepteurs appelés récepteurs de mort. Ces récepteurs comprennent TNFR1 dont le ligand est
TNF, Fas dont le ligand est FasL et TRAIL-DR4 ou DRS dont le ligand est Apo2L.

La voie TNF :

Le TNF est une cytokine pro-inflammatoire multifonctionnelle principalement produite par
les macrophages et les lymphocytes T et qui se lie a son récepteur TNFR1. Ce récepteur
posseéde un domaine extracellulaire composé de quatre régions riches en cystéines et un
domaine intracellulaire composé d’un domaine de mort ou death domain (DD) (Figure L.5)
(Rath and Aggarwal, 1999). En condition de repos, la signalisation par le TNFR1 est inhibée
par la protéine SODD (silencer of death domain) qui se lie au domaine DD du récepteur
TNFR1. Suite a la liaison du ligand TNF, SODD est libérée du récepteur TNFR1 et la
protéine adaptatrice TRADD, contenant un domaine DD vient se lier au domaine DD du
récepteur TNFR1 via une liaison homophylique (DD-DD). La protéine adaptatrice TRADD
est capable de recruter plusieurs protéines : la protéine FADD (Fas-associated death domain),
le récepteur TRAF2 (TNF receptor-associated factor 2) et la sérine thréonine kinase RIP
(receptor-interacting kinase). La protéine FADD posséde un domaine DD et un domaine DED
(death effector domain). Le domaine DD de FADD lui permet d’interagir avec le domaine DD
de TRADD et le domaine DED de FADD lui permet de recruter les pro-caspases 8 et 10, via
leur domaine DED, et d’induire 1’apoptose. Cependant, le TNF n’induit pas toujours la mort
cellulaire car son activité pro-apoptotique peut étre contrebalancée par 1’activation parallele
de facteurs anti-apoptotiques. En effet, le récepteur TNFR1 active également la voie anti-
apoptotique de NFkB grace au recrutement des protéines TRAF2 et RIP. La protéine RIP
stabilise le complexe IKK et la protéine TRAF2 recrute le complexe IKK (IkB kinase). Le
complexe IKK phosphoryle IkB, I’inhibiteur de NF«B, ce qui induit sa dégradation par le
protéasome et la libération de NFxB qui transloque dans le noyau ou il induit la transcription
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de genes impliqués dans la réponse inflammatoire, la prolifération cellulaire et I’inhibition de
I’apoptose (FLIP, IAP, Bcl-x1). Par conséquent, I’apoptose induite par le TNF n’est activée
que lorsque la voie de NFkB est inhibée. Le TNF induit aussi I’activation de la voie JNK (c-
Jun N-terminale kinase) grace au recrutement de TRAF2. Cette voie se termine par
I’activation du facteur de transcription AP-1 impliqué dans une multitude de processus
cellulaires tels que la prolifération, la différenciation et la prévention de 1’apoptose.
Cependant, le role de JNK dans le processus apoptotique n’est pas encore bien défini car
d’autres études ont démontré que JNK pouvait également favoriser 1’exécution de I’apoptose
(Jin and El-Deiry, 2005, Rath and Aggarwal, 1999).

La voie Fas :

La voie Fas-FasL est principalement impliquée dans I’élimination de cellules infectées par des
virus ou de cellules cancéreuses par les lymphocytes T et les cellules natural killer.
L’induction de I’apoptose suite a la liaison du ligand Fas a son récepteur Fas/CD95 résulte en
la trimérisation du récepteur et le recrutement intracellulaire de la protéine adaptatrice FADD
(Fas-associated death domain). Cette protéine posséde un domaine DD C-terminal et un
domaine DED (death effector domain) N-terminal. Le domaine DD de FADD lui permet
d’interagir avec le domaine DD du récepteur et le domaine DED de FADD Iui permet de
recruter et d’interagir avec la pro-caspase 8 et/ou la pro-caspase 10 qui possédent dans leur
pro-domaine un domaine DED. Le complexe formé par le récepteur, FADD et les caspases est
appelé DISC (Death-inducing signal complex). La formation de ce complexe permet le
rassemblement des caspases 8 ou 10, entrainant leur autoclivage et leur autoactivation. Une
fois la caspase 8 activée, elle est libérée du complexe DISC et va cliver et activer la pro-
caspase 3, une caspase effectrice. La caspase 3 active, en clivant divers substrats cellulaires,
va induire I’apoptose. Cette voie d’activation de 1’apoptose est suffisante dans certaines
cellules appelées cellules de type I. Dans les cellules de type II, I’activation efficace de
I’apoptose est dépendante d’une amplification du signal Fasl./Fas réalisée par le clivage de
Bid par la caspase 8. Bid tronqué, est un membre de la famille Bcl-2 capable d’induire
I’apoptose via la voie mitochondriale décrite ci-dessous (Ashkenazi and Dixit, 1998 ; Jin and
El-Deiry, 2005).

La voie TRAIL :

De récentes études suggerent que la voie ApoL-TRAIL (DR4 et DR5) joue un role dans la
mort des cellules infectées par un virus et des cellules tumorales. Cette mort est induite par les
cellules natural killer (NK) et les macrophages. La signalisation de 1’apoptose induite par
TRAIL et son ligand ApoL est similaire a celle de Fas avec la formation du complexe DISC,
le recrutement de FADD et des pro-caspases 8 et 10, ’activation des caspases 8 et 10, suivie
de I’activation de la caspase 3 et de I’induction de I’apoptose. L’amplification du signal par le
clivage de Bid et la voie mitochondriale sont également requises pour induire 1’apoptose
(Ashkenazi and Dixit, 1998).

2.1.3. La voie intrinséque

L’apoptose induite par la voie intrinséque est activée par des signaux provenant de I'intérieur
de la cellule suite a des dommages induits au niveau des organites de la cellule (tels que le
noyau et son ADN, le réticulum endoplasmique ou la mitochondrie), suite a des stress
oxydatifs ou suite a I’absence de facteurs de croissance. Les divers signaux apoptotiques
convergent vers la mitochondrie, le point de contrdle central dans 1’activation de 1’apoptose
par la voie intrinséque.
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La mitochondrie

La mitochondrie joue un role central dans I’apoptose car c’est a son niveau que s’opeére la
phase d’intégration des signaux pro- et anti-apoptotiques ayant pour résultat I’induction ou
non de la mort cellulaire (Figure 1.6). L’événement clé dans la voie de signalisation
mitochondriale et de I’induction de I’apoptose est la perméabilisation de la membrane
mitochondriale externe. En effet, I’espace intermembranaire de la mitochondrie contient des
protéines impliquées dans l’activation de I’apoptose. Parmi celles-ci, on retrouve les
endonucléases Endo G et AIF (apoptosis inducing factor), le cytochrome c et des activateurs
mitochondriaux de caspases Smac/Diablo et OMI/HtrA,.

Smac/Diablo est chargée d’inhiber I’action des IAPs (inhibitor of apoptosis). Les IAPs sont
des protéines cytosoliques possédant un domaine BIR via lequel s’effectue une interaction
avec les caspases et leur inhibition. Les IAPs peuvent également induire 1’ubiquitination et la
dégradation des caspases par le protéasome (Yang and Li, 2000). Les quatre premiers acides
aminés (Ala-Val-Pro-Ile) de la protéine mitochondriale Smac/Diablo se fixent au domaine
BIR des IAPs, ce qui permet d’empécher les IAPs de se lier aux caspases (Daugas et al,
2000 ; Martinez-Ruiz et al, 2008). OMI/HtrA2 est une sérine protéase qui empéche également
le role inhibiteur des IAPs en inhibant leur interaction avec les caspases ou en clivant les IAPs
et en induisant leur dégradation par le protéasome (Srinivasula et al, 2003). Apres avoir €té
libérée dans le cytosol, ’endonucléase AIF transloque jusque dans le noyau ou elle induit la
condensation de la chromatine et la fragmentation de I’ADN. Cette mort cellulaire induite par
la nucléase AIF est indépendante de I’ATP et de I’activation des caspases (Daugas et al,
2000). Endo G est une nucléase qui induit la mort cellulaire par fragmentation de I’ADN.
Comme AIF, son activité est indépendante de 1’activation des caspases (Wang, 2001).

Une fois la membrane mitochondriale perméabilisée, le cytochrome c transloque dans le
cytosol et s’associe avec une protéine cytosolique appelée Apaf-1 (apoptotic protease-
activating factor-1) au niveau de son domaine WD40. Apaf-1 contient également un domaine
CARD (caspase recruitement domain) et un domaine de liaison a I’ATP. Une fois le
cytochrome c 1i€ a Apaf-1, I’ATP peut se lier a ce dernier, conduisant au recrutement de la
pro-caspase 9 formant un complexe qui va s’oligomériser (en heptamere) pour former
I’apoptosome. Au sein de I’apoptosome, les pro-caspases 9 vont pouvoir étre activées suite au
clivage de leur pro-domaine. Les caspases 9 activées vont ensuite cliver et activer les caspases
effectrices 3, 6 et 7 (Cain et al, 2002 ; Segal-Bendirdjian et al, 2005).

Plusieurs hypotheses existent concernant les mécanismes responsables de la perméabilisation
de la membrane mitochondriale externe suivie de la libération des facteurs apoptogenes :
I’hyperpolarisation de la membrane mitochondriale interne conduisant au gonflement de la
matrice et a la rupture de la membrane mitochondriale externe, la formation du PTP
(permeability transition pore) composé des protéines VDAC et ANT ou encore la formation
de pores par les membres de la famille Bcl-2. La premiére hypothése soutient que la
perméabilisation est due a la fermeture du pore VDAC provocant une déficience dans
I’échange ADP-ATP, une inhibition de I’ATPase et une inhibition de I’entrée de proton H+
dans la matrice. La seconde hypothese implique le PTP formé par I’apposition de protéines de
la membrane mitochondriale interne et de la membrane mitochondriale externe créant un
pore. La composition de ce pore n’est pas encore complétement €lucidée mais le pore serait
formé de I’ ANT, du VDAC et de la cyclophiline D. L’ouverture du PTP peut étre induite par
différents facteurs tels que le calcium, les ROS, la diminution d’ATP et Bax. La formation du
pore résulte en une dissipation du gradient de protons et un équilibre chimique entre la
matrice et le cytoplasme causant un gonflement osmotique de la matrice due a sa
concentration €levée en solutés. La derniere hypothése implique les membres de la famille
Bcl-2 (Desagher and Martinou, 2000).
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Figure 1.7: Schéma représentant les membres de la famille Bcl-2. Les protéines de la famille
Bcl-2 sont réparties en trois groupes : les protéines anti-apoptotiques possédant 4 domaines
BH (Bcl-2 homology domain), les protéines pro-apoptotiques possédant les domaines BHI,
BH2 et BH3 et les protéines pro-apoptotiques « BH3 only ». Tous les membres de la famille
Bcl-2, excepté Bid, possedent un domaine TM (transmembrane) a leur extrémité carboxy-
terminale (Segal-Bendirdjian ez al, 2005).
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Les membres de la famille Bcl-2

Le membre fondateur de cette famille est le produit du proto-oncogéne Bcl-2, identifi€ au
point de cassure t(14; 18) dans un lymphome folliculaire humain B (Tsujimoto, 1985).
Aujourd’hui, une vingtaine de membres ont été€ découverts (Figure 1.7). Ils sont définis par la
présence d’au moins un domaine BH (Bcl-2 homology domain) qui correspond a une hélice-
a, la présence d’un domaine hydrophobe TM (transmembrane) a leur extrémité carboxy-
terminale (sauf pour Bid, Bad, Puma et Noxa) qui leur permet de s’insérer dans la membrane
et la capacité de former des homo- ou hétéro-dimeres. Ces membres sont classés en deux
groupes, les membres anti-apoptotiques et les membres pro-apoptotiques. La quantité relative
des membres de chaque groupe influence la susceptibilité des cellules a subir 1’apoptose ou
non.

Les membres anti-apoptotiques (Bel-2, Bel-X;) a I'exception de Mcl-1 posseédent quatre
domaines BH et sont principalement localisés au niveau de la membrane mitochondriale
externe, nucléaire ou du réticulum endoplasmique. Ils inhibent I’apoptose en inhibant la
perméabilisation mitochondriale, ce qui empéche la libération des facteurs apoptogénes
depuis la mitochondrie jusqu’au cytosol.

Les membres pro-apoptotiques sont divisés en deux sous-groupes, les membres (Bax et Bak
et Bok) possédant trois domaines BH (BH1, BH2 et BH3) et les membres (Bid, Bad, Bcl-Xg,
Bnip3, Puma, Noxa et Bim) possédant seulement le domaine BH3 appelés « BH3 only ». La
majorit€ des membres pro-apoptotiques sont localisés dans le cytosol, mais suite a un signal
de mort, ces membres sont relocalisés dans la membrane mitochondriale et induiraient
I’apoptose en formant des pores dans la membrane mitochondriale externe, induisant ainsi la
libération des facteurs apoptogenes (Gross et al, 1999 ; Jin and El-Deiry, 2005).

L’intégrité mitochondriale

Les membres anti-apoptotiques agissent principalement au niveau de la membrane
mitochondriale pour inhiber sa perméabilisation. Dans des cellules saines, Bak est localisé
sous forme monomérique dans la membrane mitochondriale externe et Bax est localisé dans le
cytosol sous forme de monomere inactif. En cours d’apoptose, Bax est transloqué dans la
membrane mitochondriale ot on observe une homo- ou hétéro-dimérisation des protéines Bak
et Bax pour former un pore et perméabiliser la membrane mitochondriale externe. Bax et Bak
sont également capables d’induire la perméabilisation mitochondriale en interagissant avec le
PTP favorisant son ouverture et une dissipation du potentiel de membrane. Les membres anti-
apoptotiques tels que Bcl-2 et Bcl-x;, ont la capacité de neutraliser 1’action pro-apoptotique de
Bax ou Bak car ils sont capables d’interagir avec ceux-ci et de former des hétérodimeres (Bcl-
2-Bax ou Bcl-x; -Bak) empéchant la translocation et la dimérisation de ces protéines dans la
membrane mitochondriale externe (Burlacu, 2003). Mcl-1 est une autre protéine anti-
apoptotique qui inhibe 1’apoptose via son hétérodimérisation avec Bim (Han et al, 2006) ou
avec Bak dans la membrane mitochondriale. Cependant, il existe deux formes de Mcl-1
pouvant jouer un role positif dans I’apoptose : Mcl-1S/ATM qui résulte d’un splicing
alternatif (suppression de 1’exon2) et posséde une structure similaire aux protéines «BH3
only» et le fragment C-terminal de Mcl-1 qui résulte d’un clivage de Mcl-1 par le Granzyme
B ou la caspase 3 activée par la voie TRAIL et posséde une activité pro-apoptotique qui va
induire la libération du cytochrome c (Michels et al, 2005).

L’induction de I’apoptose

Au cours de 1’apoptose, I’action des protéines anti-apoptotiques doit étre inhibée tandis que
les protéines pro-apoptotiques Bak et Bax sont activées et induisent la perméabilisation de la
membrane mitochondriale externe en formant des pores. La régulation de I'activité des
membres de la famille Bcl-2 se réalise via différents mécanismes : augmentation ou
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Figure 1.8 : Représentation du mécanisme d’activation de 1’apoptose induite par le taxol,
impliquant la protéine pro-apoptotique Bim. En conditions normales, Bim est lié¢ a la chaine
légere de la dynéine (DLC1). Suite a un stimulus apoptotique touchant les microtubules, Bim
est libéré de DLC1 et peut étre phosphorylé par la kinase JNK, puis il est relocalisé¢ dans la
membrane mitochondriale externe ou il induit la perméabilisation de la mitochondrie en
inhibant Bcl-2 (Ley et al, 2005).
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diminution de I’expression de la protéine, (dé)phosphorylation, interactions protéines-
protéines, changements de conformation, translocation, clivage ou dégradation. Bien qu’il
reste encore beaucoup d’éléments inconnus a propos des mécanismes par lesquels 1’apoptose
est régulée, quelques exemples de régulations de 1’activité des membres de la famille Bcl-2
sont présentés ci-dessous.

Mcl-1 interagit avec certains membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 et les inhibent,
mais suite a un stimulus apoptotique, Mcl-1 est dégradé par la caspase 3 ou 8 et son
expression est également inhibée (Michels et al, 2005). Bel-2 existe sous forme phosphorylée
ou déphosphorylée et cette déphosphorylation influence son activité anti-apoptotique
probablement via un changement conformationnel : la forme phosphorylée de Bcl-2 lui
permettrait de remplir pleinement sa fonction anti-apoptotique alors que sa déphosphorylation
induirait sa dégradation par le protéasome. Les protéines «BH3 only» jouent également un
role important dans I’induction de I’apoptose. Par exemple, la liaison de Bel-Xg a Bcl-2
empéche Bcl-2 de se lier a Bax et de le neutraliser (Burlacu, 2003).

Dommages aux microtubules

Bim est un autre exemple de protéine transférée dans la membrane mitochondriale externe
pour induire 1’apoptose. En conditions normales, Bim est associ€ aux microtubules via son
association avec la chaine légere LC8/DLC1 de la dynéine. Lorsque 1’apoptose est induite par
des agents ciblant les microtubules comme le taxol, Bim se détache des microtubules et est
transloqué dans la membrane mitochondriale ou il va interagir avec Bcl-2 et I’inhiber pour
induire I’apoptose (Puthalakath ez al, 1999). De plus, la kinase JNK peut phosphoryler Bim,
ce qui induit sa translocation dans la membrane mitochondriale externe : ce processus est un
exemple d’apoptose induite par des stress qui activent la kinase JNK. Cependant, Bim
n’induit pas toujours I’apoptose lorsqu’il est présent au niveau de la membrane
mitochondriale car il peut étre inhibé par Mcl-1 lorsque cette protéine est également présente
dans la membrane mitochondriale (Han et al, 2006). C’est donc 1’équilibre formé par la
quantité respective des trois protéines qui décidera de I’issue finale (Figure L.8).

Dommages a ’ADN

Le principal facteur de transcription impliqué dans ’homéostasie du génome est p53. En
conditions normales, p53 est ubiquitiné et transporté du noyau vers le cytosol par HDM2
(Human Double Minute 2), I'ubiquitine ligase de p53, puis dégradé par le protéasome.
Lorsque des dommages a I’ ADN sont détectés, le facteur de transcription p53 est stabilisé et
activé. La stabilisation de p53 est rendue possible grice a diverses modifications post-
traductionnelles telles que des phosphorylations par différentes kinases (ATM, ATR, Chkl1 et
Chk?2) (Figure 1.9). La modification la plus étudiée est la phosphorylation de la sérine 15 par
la kinase ATM suite a une cassure double brin de I’ADN. Cette phosphorylation inhibe la
dégradation de p53 en inhibant I’interaction de HDM?2 avec p53 et augmente [’activité
transcriptionnelle de p53 en stimulant le recrutement de cofacteurs tels que CBP et p300.
ATM phosphoryle également HDM2, ce qui déstabilise son interaction avec p53 (Lavin and
Gueven, 2006). Une fois p53 stabilisé et activé, il va induire un arrét du cycle cellulaire pour
permettre la réparation de I’ADN ou ’apoptose lorsque les dégats sont trop importants pour
étre réparés. L apoptose est régulée par p53 via I’induction de 1’expression des protéines pro-
apoptotiques telles que Puma, Noxa, Bax, DRS, Fas, Apo-1 et Apaf-1 et réprimer I’expression
de protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2. Puma et Noxa sont des protéines « BH3
only » qui induisent 1’apoptose en activant Bak et Bax (Puma active directement Bak et Noxa
active Bak en inactivant Mcl-1 et Bcl-X;) (Nakajima and Tanaka, 2007). L’expression de
Bok, une protéine pro-apoptotique qui posséde les trois domaines BH1, BH2 et BH3 est
également induite par p53 (Yakovlev et al, 2004). p53, lorsqu’il est localisé dans le cytosol,
est également capable d’induire 1’apoptose par un mécanisme indépendant de son activité
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Figure 1.9 : Représentation schématique des voies de signalisation dépendante de p53.
L’inactivation de p53 par Mdm2 (murine double minute 2) ou Hdm2 (human double minute
2) est inhibée par des modifications post-transcriptionnelles de p53 telles que des
phosphorylations par les kinases ATM, ATR, Chkl et Chk2. Une fois activé, le facteur de
transcription p53 va induire 1’expression de protéines pro-apoptotiques telles que Bax, Bak,
PUMA et NOXA. Indépendamment de son activité transcriptionnelle, pS3 peut coopérer avec
Bax et Bak pour perméabiliser la membrane mitochondriale externe et induire 1’apoptose vie
la libération des facteurs apoptogeénes et I’activation de la caspase 9 (Schuler and Green,
2001).
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transcriptionnelle. De récentes études ont démontré que p53 interagit directement avec les
protéines Bak et Bax pour former un pore dans la membrane mitochondriale externe. D’autres
études récentes ont démontré que p53 peut induire I’apoptose via I’activation de la caspase 2
et la formation du PIDDosome. Le PIDDosome est un complexe multimérique formé par la
protéine PIDD (p53-induced protein with a death domain), RAIDD et la caspase 2, au sein
duquel il y a oligomérisation et activation de la caspase 2 suivie de I’apoptose des cellules. I
reste encore énormément de questions concernant la régulation et I’activation de cette voie
alternative qui semble pouvoir étre induite par des cellules possédant un p53 sauvage mais
également par des cellules possédant un facteur p53 muté (Baptiste-Okoh et al, 2008).

Absence de signaux de survie

Bad est une protéine «BH3 only» pro-apoptotique inhibée via son interaction dans le cytosol
avec la protéine 14-3-3. Bad posséde trois sites de phosphorylation par des kinases : les
serines 112, 136 et 155. Lorsque la sérine 155, localisée dans le domaine BH3 de Bad, est
phosphorylée, Bad est séquestré dans le cytosol par la protéine 14-3-3 et I’interaction de Bad
avec Bcl-2 est inhibée, empéchant ainsi Bad d’induire I’apoptose. En présence de facteurs de
croissance, ceux-ci se lient sur leur récepteurs tyrosine kinase et les activent, ce qui aboutit a
I’activation de la kinase Akt. Cette kinase inhibe Bad et la caspase 9 en les phosphorylant.
Suite au retrait des facteurs de croissance, Bad et la caspase 9 ne sont plus phosphoryl€s ni
inhibés et peuvent alors induire 1’apoptose (Rosenquist, 2003). Lorsque Bad est
déphosphorylé, il va transloquer au niveau de la membrane mitochondriale ou il s’associe
avec les protéines anti-apoptotiques Bcl-X;, et Bcl-2, empéchant leur action anti-apoptotique.

Stress hypoxique

Bnip3 est une protéine «BH3 only» un peu particuliére car elle induit la mort cellulaire d’une
maniere différente des autres membres de la famille Bcl-2. La mort cellulaire induite par
Bnip3 présente des caractéristiques apoptotiques et nécrotiques, et son mécanisme d’action
n’est pas tout a fait €lucidé. En conditions normales, Bnip3 est exprimé a un niveau basal et
est localisé dans le cytosol ou dans la membrane mitochondriale externe. Il a ét€ montré que
I’expression de Bnip3 augmente en hypoxie et que le facteur de transcription HIF-1 est
responsable de cette régulation (Sowter et al, 2001). Actuellement, il existe deux hypotheses
opposées concernant le réle de Bnip3 dans la réponse au stress hypoxique. La premiére
affirme que suite a un stimulus (signal de mort ou stress hypoxique), 1I’expression de Bnip3
augmente et celui-ci va s’intégrer dans la membrane mitochondriale externe ou il induit la
mort cellulaire via 1’ouverture du PTP. Il semble également que Bnip3 puisse activer Bax et
Bak en séquestrant Bcl-2 et Bcl-X;. Cependant, la mort cellulaire induite par Bnip3 semble
étre indépendante de Apaf-1, de I’activation des caspases et de la libération du cytochrome ¢
(Mellor and Harris, 2007 ; Vande Velde ef al, 2000). La seconde hypothése, basée sur des
études plus récentes, soutient que Bnip3, dans certaines conditions, joue un role dans
I’activation de I’autophagie. L’autophagie représente un mécanisme de mort cellulaire mais
également un mécanisme de protection face a une éventuelle mort cellulaire induite par divers
stress tels que I’hypoxie ou une déprivation en nutriments. Dans ce cas, Bnip3 serait impliqué
dans I’induction d’un mécanisme de survie cellulaire (Daido et al, 2004).

Voie du réticulum endoplasmique

Apres la mitochondrie, le réticulum endoplasmique est le second compartiment subcellulaire a
participer a I’apoptose via la voie intrinséque. Le réticulum est le principal réservoir d’ions
calcium et la libération du calcium depuis le réticulum vers le cytosol puis la mitochondrie est
requise pour induire 1’apoptose et la libération du cytochrome c. Des études de plus en plus
nombreuses démontrent que les membres de la famille Bcl-2 agissent au niveau du réticulum.
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Figure 1.10: Les protéines de la famille Bcl-2 dans des conditions de repos et dans des
conditions de stress au niveau de réticulum endoplasmique. Dans des conditions de repos, les
protéines pro-apoptotiques Bax et Bak sont inhibées via leur interaction avec Bcl-2 au niveau
de la mitochondrie et du réticulum endoplasmique. Un stress au réticulum induit 1’activation
de la kinase JNK qui inhibe I’action anti-apoptotique de Bcl-2 en la phosphorylant. Cette
modification permet I’activation de Bax et Bak, la transmission du signal depuis le réticulum
vers la mitochondrie et I’exécution de la mort cellulaire. Des caspases peuvent étre activées au
niveau de la membrane du réticulum ou dans I’apoptosome apres transmission du signal vers
la mitochondrie et la libération du cytochrome c. Les protéines en bleu sont inactives et les
protéines en rouge sont actives, avec les formes rondes représentant les protéines pro-
apoptotiques et les rectangles les anti-apoptotiques (Szegezdi et al, 2006).
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Bcl-2 inhiberait I’apoptose induite par un stress du réticulum endoplasmique et Bax et Bak
joueraient un role dans la libération du calcium depuis le réticulum jusqu’au cytosol. Des
études ont démontré que Bak et Bax sont également capables d’activer la caspase 12 au
niveau de réticulum endoplasmique dans les cellules murines ou de rat. Suite a son activation,
la caspase 12 est transloquée depuis le réticulum endoplasmique jusqu’au cytosol ou elle va
cliver la pro-caspase 9 et activer la caspase 3 (Figure 1.10). Cependant, I’homologue de la
caspase 12 chez I’homme n’a pas encore été identifi€ rendant cette hypothése controversée
(Jin and El-Deiry, 2005 ; Szegezdi et al, 2006).

2.1.4. Interaction entre les voies extrinseque et intrinseque

Bid, un membre pro-apoptotique de la famille Bcl-2, sert de lien entre I’apoptose induite par
la voie extrinseque et celle initiée par la voie intrinseque. Bid est une protéine «BH3 only»
localisée dans le cytosol en absence de signal de mort. L’activation de 1’apoptose via la voie
extrinseéque (liaison d’un ligand aux récepteurs de mort Fas et TNFR) résulte en 1’activation
de la caspase 8. Dans les cellules de type I, I’activation de la caspase 8 suivie de 1’activation
de la caspase 3 est suffisante pour induire 1’apoptose. Dans les cellules de type II, une
amplification du signal passant par la mitochondrie est nécessaire pour l’activation de
I’apoptose. Cette amplification est rendue possible par le clivage de Bid cytosolique en une
forme tronquée. Cette forme tronquée appelée tBid devient active suite a un changement de
conformation. tBid transloque au niveau de la membrane mitochondriale externe ou il
interagit avec Bak et induit son oligomérisation. tBid peut également interagir avec Bax, qu’il
active, et Bcl-2, qu’il inhibe (Korsmeyer et al, 2000).

2.1.5. Cancer et apoptose

Les cellules cancéreuses présentent de nombreuses anomalies au niveau de la stabilité€ de leur
génome car elles présentent un déficit dans le systtme de contrdle de la réplication ou dans
leur systéme de réparation de I’ADN. Ce déficit engendre 1’apparition de mutations qui vont
permettre aux cellules cancéreuses de proliférer de maniere incontrolée et de devenir
immortelles. Lors du développement d’une tumeur, ce sont les cellules tumorales ayant su
s’adapter aux conditions environnementales et ayant acquis une résistance vis-a-vis des
traitements chimiothérapeutiques qui sont sélectionnées et vont donner naissance a de
nouveaux clones a partir desquels se développe la tumeur. Les cellules tumorales résistent aux
agents chimiothérapeutiques car elles ont acquis la capacité de bloquer I’apoptose. Ce blocage
peut étre le résultat de la diminution ou de I’inhibition de I’expression de protéines pro-
apoptotiques telles que Bax et Bak, de I’augmentation de 1’expression de protéines anti-
apoptotiques telles que Mcl-1 et Bcl-2 ou de I'inactivation de facteurs de transcription qui
induisent la mort cellulaire tels que p53 ou myc. Outre la résistance face aux agents
chimiothérapeutiques, les cellules tumorales s’adaptent également aux conditions
environnementales qui pourraient étre déléteres a leur survie et vont méme jusqu’a en tirer
profit. Un trés bel exemple illustrant ce phénomene est I’adaptation des cellules cancéreuses a
I’hypoxie et leur résistance face aux agents chimiothérapeutiques induite par I’hypoxie elle-
méme.

3. L’hypoxie

3.1. L oxygene et I’hypoxie dans les cellules

Les cellules eucaryotes ont besoin d’énergie pour se développer, remplir leurs fonctions et
pour vivre. Cette énergie est fournie grace a ’hydrolyse de I’ATP et d’autres molécules
phosphatées riches en énergie. La majorité du stock d’ATP disponible dans une cellule est
fournie par la phosphorylation oxydative qui se déroule au niveau de la membrane
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The electron transport chain is a series of protein com-
plexes located at the inner membrane of the mitochondria.

Figure I.11: Chaine de transport des électrons. Complexe I: NADH-coenzyme Q
oxydoréductase, complexe II: succinate-coenzyme Q oxydoréductase, complexe III:

coenzyme Q-cytochrome ¢ oxydoréductase, complexe IV : cytochrome ¢ oxydase, complexe
V : ATP synthase (http://hopes.stanford.edu/treatmts/ebuffer/j1.html).




TACGTG
Core HRE

Figure I.12 : Représentation des domaines bHLH de I’hétérodimére HIF-1a- ARNT se fixant
sur la séquence HRE. Les résidus basiques a I’extrémité¢ N-terminale de chaque protéine
facilitent la fixation a I’ADN (Lisy and Peet, 2008).
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Figure 1.13: Représentation schématique des domaines structuraux des protéines HIF-1a et
HIF-18 : on retrouve les domaines bHLH (basic helix loop helix), PAS, et les domaines de
transactivation NHj-and COOH-terminal (TAD-N and TAD-C). La sous-unité¢ HIF-3a ne
possede pas de domaine TAD-C (Hopfl ef al, 2004).
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mitochondriale interne par la chaine de transport des électrons et I’ATP synthase (Figure
I.11). Ce processus consomme une quantité d’oxygene proportionnelle a I’utilisation de I’ATP
dans les cellules. En hypoxie, la diminution d’oxygéne limite la production d’ATP et menace
la survie des cellules. C’est pourquoi les cellules ont développé des mécanismes complexes
afin de pouvoir s’adapter a I’hypoxie et d’assurer une alimentation en oxygene suffisante pour
leur survie.

3.2. Réponse systémique

Lorsque I’hypoxie est de courte durée, la diminution de la pression en oxygene locale est
rapidement détectée entrainant une réponse rapide permettant a 1’organisme de s’adapter.
Cette diminution en oxygene est percue grace a des chémorécepteurs spécifiques, tels que les
corps carotidiens dans la circulation artérielle et les corps neuroépithéliaux dans le systeme
respiratoire. Suite a la détection d’une diminution de 1’oxygene, ces chémorécepteurs liberent
des neurotransmetteurs ou des neuromédiateurs qui vont activer des fibres sensorielles
efférentes. Une augmentation du rythme cardiaque et de la ventilation s’en suit. Les cellules
musculaires lisses présentes au niveau des vaisseaux sanguins sont également capables de
détecter une diminution de la concentration en oxygene et d’engendrer une réponse adaptative
a ’hypoxie via la constriction des vaisseaux sanguins pulmonaires et la dilatation des
vaisseaux sanguins périphériques favorisant la redistribution du sang vers les tissus privés
d’oxygene (Michiels, 2004 ; Tansey, 2007).

3.3. Réponse cellulaire

Outre les acteurs cités ci-dessus, toute cellule nucléée est capable de ressentir une diminution
de la concentration en oxygene et de s’adapter a celle-ci. Lorsque la disponibilit€ en oxygene
devient limitée, la production d’ATP via la chaine de transport d’électrons et la
phosphorylation oxydative diminue. Par conséquent, les processus consommant beaucoup
d’énergie et n’étant pas prioritaires pour la survie cellulaire (tels que la synthése protéique et
la synthése d’ADN) sont inhibés, par opposition au transport d’ions qui est un processus
prioritaire (Young and Anderson, 2008). Si I’hypoxie se prolonge, la réponse engendrée est
beaucoup plus complexe et s’effectue via une régulation de I’expression génique permettant a
la cellule de s’adapter pour une longue durée. Le principal facteur de transcription activé en
hypoxie et impliqué dans I’adaptation des cellules a I’hypoxie est HIF-1 (hypoxia inducible
factor 1).

3.4. Le facteur de transcription HIF-1

HIF-1, le principal facteur de transcription activé en hypoxie, est un hétérodimére compos€ de
deux sous-unités, HIF-1a. et ARNT (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator) aussi
appelé HIF-1B. Ces deux sous-unités appartiennent a la famille des protéines contenant les
domaines BHLH-PAS (basic helix-loop-helix/Per-Arnt-Sim homology). En conditions
d’hypoxie, le facteur de transcription HIF-1 peut se fixer au niveau d’une séquence de cinq
nucléotides, A/GCGTG, appelée HBS (HIF-1 DNA binding site) présente au niveau des
régions de régulation des génes cibles, HRE (hypoxia responsive element). Les domaines
bHLH-PAS sont nécessaires a la dimérisation des sous-unités HIF-1a et ARNT et le domaine
bHLH permet la liaison de HIF-1 a I’ADN (Figure 1.12). Il existe d’autres isoformes de HIF-
la et ARNT: HIF-2a aussi connu sous le nom de EPAS (endothelial PAS protein), HIF-3a,
ARNT2 et ARNT3 (Figure 1.13). Bien que leur structure, régulation et fonctions semblent
similaires, 1I’expression de HIF-2a, HIF-3a, ARNT2 et ARNT3 semble limitée a certains
tissus, ce qui leur confere peut-étre un role plus limité ou plus spécifique dans I’homéostasie
de I'oxygene. Par exemple, I’ARNm de HIF-2a est exprimé dans les cellules endothéliales
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Figure 1.14 : Structure de la protéine HIF-1a. Depuis I’extrémité N-terminale vers I’extrémité
C-terminale, la protéine HIF-1a comprend un domaine bHLH, deux domaines PAS, A et B,
un domaine ODDD contenant deux motifs PEST, un domaine N-TAD et un domaine C-TAD
et deux signaux de localisation nucléaire (NLS) (Zagorska and Dulak, 2004).
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des vaisseaux en développement, dans les cellules pulmonaires feetales et dans les cellules
produisant de la cathécholamine (Semenza, 2000). Concernant HIF-3a, sa fonction n’est pas
complétement €lucidée, mais il semble que cette protéine jouerait le réle d’inhibiteur du
facteur HIF-1. En effet, il a été démontré qu’un variant de splicing de HIF-3a est capable
d’inhiber HIF-1en agissant comme mutant dominant négatif car il ne posséde pas de domaine
de transactivation (Semenza, 2000 ; Zagorska and Dulak, 2004 ; Maynard et al, 2007).

3.4.1. Structure de HIF-1a

HIF-1a (Figure 1.14) est une protéine de 826 acides aminés, constitutivement transcrite et
traduite dans les cellules mais rapidement dégradée en normoxie (cette sous-unité possede une
demi-vie trés courte, inférieure 2 10 minutes). Ce n’est que lorsque la concentration en
oxygene diminue dans la cellule (en hypoxie) que la sous-unité HIF-1a est stabilisée. Apres sa
translocation dans le noyau, elle interagit avec ARNT pour former le facteur de transcription
HIF-1.

HIF-1a posséde deux domaines de transactivation du c6té C terminal, C-TAD (aa 786 a 826)
et N-TAD situé plus au centre (aa 532 a 575). Ces deux domaines de transactivation
permettent le recrutement de co-activateurs tels que CPB ou p300. N-TAD se superpose au
domaine ODD (Oxygen Dependent Degradation) (aa 401 a 603) au niveau duquel on retrouve
des motifs PEST (proline P, acide glutamique E, sérine S, thréonine T) qui sont responsables
de la dégradation de HIF-1a par le protéasome en normoxie. L’autre moiti€ de la sous-unité
HIF-1a, du coté N-terminal, contient le domaine basique HLH (aa 31 a4 71) et deux domaines
PAS (aa 85 a 298) A et B, qui sont requis pour la dimérisation de HIF-1a avec ARNT et la
liaison a I’ADN au niveau de la séquence HBS. La protéine contient également deux signaux
de localisation nucléaire (NLS) au niveau des extrémités N-terminale (aa 17 a 74) et C-
terminale (aa 718 a4 721) de HIF-1a (Chun, Kim et al. 2002; Lisy and Peet 2008).

3.4.2. Structure de ARNT

ARNT (aryl hydrocarbon nuclear translocator) fut d’abord identifi€ée en tant que protéine
interagissant avec le récepteur aryl hydrocarbon (AHR). Cette sous-unité, appartenant
également a la famille des protéines a domaine bHLH, est constitutivement exprimée et est
localisée dans le noyau. Elle hétérodimérise avec la sous-unité HIF-1a, via les domaines HLH
et PAS, lorsque celle-ci est stabilisée en hypoxie, pour former le facteur de transcription HIF-
1 (Wang et al, 1995 ; Reisz-Porszasz et al, 1994 ; Weidemann and Johnson, 2008).

3.4.3. Régulation de ’activité transcriptionnelle de HIF-1 par I’oxygéne

L’activité transcriptionnelle de HIF-1 est régulée via la stabilisation de la sous-unit¢ HIF-1a
mais également via d’autres mécanismes. Cette régulation s’effectue de maniere dépendante
ou indépendante de 1’oxygene. La stabilisation de HIF-1a est régulée par la concentration en
oxygene, par la présence de facteurs de croissance ou de ROS (reactive oxygen species). Une
fois le facteur de transcription stabilisé, son activité transcriptionnelle n’est pas pleinement
activée. D’autres modifications vont étre apportées a HIF-1 pour le rendre pleinement actif.
Ces modifications incluent la phosphorylation post-traductionnelle de HIF-1 et le recrutement
de cofacteurs via des interactions protéine-protéine.

En normoxie (20% d’oxygene), le facteur de transcription HIF-1 est peu ou pas actif car
I’hétérodimere HIF-1a/ARNT n’est pas formé. En effet, la sous-unité HIF-1a est hydroxylée
au niveau de deux résidus prolines conservés (résidus 564 et 402) présents dans le domaine
ODD par trois proline hydroxylases (PHD 1-3). Ces enzymes font partie de la superfamille
des dioxygénases qui utilisent I’oxygene et le 2-oxoglutarate comme co-substrats et le fer II et
I’ascorbate comme co-facteurs. Ces enzymes sont considérées comme étant des senseurs a
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Figure 1.15 : Représentation simplifiée de la régulation de HIF-1. En condition d’hypoxie, la sous-unité HIF-1a
n’est plus hydroxylée, est stabilisée, subit des modifications et transloque dans le noyau ou elle dimérise avec
ARNT, recrute des cofacteurs et active I’expression de ses genes cibles. En normoxie, le domaine ODD de HIF-
la est hydroxylé par des prolyl-hydroxylases dépendantes de 1I’oxygeéne (ciblant HIF-1a pour sa dégradation
protéolytique médiée par pVHL) et le domaine TAD carboxyl-terminal est hydroxylé par une asparaginyl-
hydroxylase dépendante de 1’oxygeéne (bloquant I’interaction avec les coactivateurs CBP/p300). bHLH, basic
HBS, HIF-1 binding site; HRE, hypoxia response element; ODD, oxygen-dependent
degradation; OH, hydroxylation; P, phosphorylation; PAS, Per-AhR/ARNT-SIM; TA trans-activation; Ub,
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oxygene car leur activité est diminuée lorsque la disponibilité en oxygene diminue. L’activité
enzymatique de ces hydroxylases diminue également si la disponibilité en 2-oxoglutarate
diminue ou si le fer II est chélaté ou oxydé en fer III (Fong and Takeda, 2008). Une fois les
résidus prolines hydroxylés, ceux-ci sont reconnus par la protéine de von Hippel-Lindau
(pVHL). Cette protéine est la sous-unité E3 d’un complexe ubiquitine ligase, comprenant
également 1’élongine B et I’élongine C, capable d’ubiquitiner la sous-unité HIF-la pour
induire sa dégradation par le protéasome. En hypoxie, suite a la diminution de la disponibilité
en oxygene, l’activit¢ des PHD diminue et les résidus prolines de HIF-lo ne sont plus
hydroxylés. La sous-unité HIF-1a est alors stabilisée car elle n’est plus reconnue par la pVHL
et donc n’est plus dégradée par le protéasome. Une fois la sous-unité HIF-1a stabilisée, elle
transloque dans le noyau ot elle dimérise avec ARNT pour former le facteur de transcription
HIF-1 (Bruick, 2003 ; Weidemann and Johnson, 20085) (Figure 1.15).

Cette stabilisation de HIF-1o n’est pas suffisante pour permettre & HIF-1 d’étre pleinement
actif transcriptionnellement. En effet, I’association de HIF-1 avec des co-activateurs tels que
CBP et p300 au niveau des domaines de transactivation est également requise. Ces co-
activateurs augmentent 1’activation transcriptionnelle de HIF-1 en favorisant la liaison de
HIF-1 avec la machinerie basale de transcription et en possédant une activit€ histone
acétyltransférase (HAT) servant & «ouvrir » la chromatine et favoriser la transcription.
L’association de HIF-1 avec ses cofacteurs est régulée par 1’hydroxylation au niveau du
domaine C-TAD d’un résidu asparagine C-terminal (résidu 803) par une asparagine
hydroxylase appelée FIH-1 (Factor Inhibiting HIF). Cette enzyme, comme les PHD,
appartient a la superfamille des dioxygénases. En normoxie, cette hydroxylation inhibe
I’interaction entre le domaine N-TAD de HIF-1 et ses co-activateurs CBP/p300. En hypoxie,
I’activité de FIH-1 diminue, HIF-1 n’est plus hydroxylé et il peut alors interagir avec ses co-
facteurs (Lisy and Peet, 2008). D’autres co-activateurs possédant une activit¢ HAT sont
également recrutés au niveau des domaines de transactivation de HIF-1 tels que SRC-1, TIF-2
et Ref-1 (Carrero et al, 2000, Wenger 2002).

Cependant, I’hypothése selon laquelle le réle des PHDs en tant que senseurs directs de
I’oxygene suffit pour induire la stabilisation de HIF-1a est controversée. En effet, des études
récentes ont démontré que d’autres voies de signalisation sont impliquées dans la détection de
I’hypoxie et que la sous-unité HIF-la est également stabilisée en normoxie. Ces voies
alternatives sont brievement développées au point suivant.

3.4.4. Régulation de HIF-1 indépendante de I’oxygéne

Les ROS

Il existe plusieurs hypoth&ses encore controversées pour expliquer la signalisation de
I’hypoxie suite a une production accrue ou diminuée de ROS dans la cellule. Selon la
premiere hypothese, les ROS sont continuellement produits dans les cellules (via I’action
d’une NADPH oxydase et de la superoxyde dismutase (SOD)) et lorsque la disponibilité en
oxygene diminue, le taux de ROS produits diminue. La diminution de ROS représenterait un
signal direct ou indirect pour induire la stabilisation de HIF-1a (Zagorska and Dulak, 2004).
La seconde hypothése, totalement opposée a la premiere, propose qu’en hypoxie, il y ait une
augmentation de la production de ROS par le complexe III de la chaine de transport des
électrons de la mitochondrie. Cette augmentation de ROS dans le cytosol induirait la
stabilisation de la sous-unité HIF-la. Une derni¢re hypotheése suggeére qu’en hypoxie, la
mitochondrie utilise la plupart de 1’oxygeéne disponible provocant une hypoxie intense au
niveau du cytosol avec une concentration en oxygene insuffisante pour permettre aux PHDs
d’étre actives (Klimova and Chandel, 2008).

14




o———— oW tactoe

Racaptor rosng
¥inase

COOOOOCOOOQ000

OO X OO0

Figure 1.16 : Régulation de la synthése protéique de HIF-1a. Suite a la liaison d’un facteur de
croissance a un récepteur tyrosine kinase, les kinases PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) et
MAPK (mitogen-activated protein kinase) sont activées. La PI3K active la kinase AKT
(sérine thréonine kinase) aussi connue sous le nom de PKB (protéine kinase B) et mTOR
(mammalian target of rapamycin). Dans la voie des MAPK, la kinase ERK (extracellular-
signal-regulated kinase) est activée par la kinase MEK (MAP/ERK). Ensuite, ERK active
MNK. ERK et mTOR vont phosphoryler la kinase p70 S6 (S6K) qui va phosphoryler la
protéine ribosomiale S6 et 4E-BPI (eukaryotic translation initiator factor 4E (eiF-4E) binding
protein). La liaison de 4E-BPI a eiF-4E inhibe ce dernier, ce qui inhibe la traduction de
I’ARNm. La phosphorylation de 4E-BPI empéche cette liaison a eiF-4E. MNK phosphoryle
eiF-4E et stimule directement son activité. L’activation de cette voie de signalisation par les
facteurs de croissance a pour effet d’augmenter le taux de traduction des ARNm (incluant
I’ARNm d’HIF-1a) en protéines dans la cellule (Semenza, 2003).




Protein

PHD1/HPH3 (prolyl hydroxylation)
PHD2/HPH2 (prolyl hydroxylation)
PHD3/HPHI1 (prolyl hydroxylation)
pVHL (ubiquitinylation)

PSMA7 (proteasomal degradation)
HSP90 (folding/stability)

p53 (stability)

Jabl (stability)

ARNT (heterodimerization)
p42/p44 ERK (phosphorylation)
GSK-3 (phosphorylation)

Perl (circadian rhythm)
Transcriptional cofactors

CBP/p300 (histone
acetyltransferases)

SRC-1 (histone acetyltransferase)

TIF2 (histone acetyltransferase)

Ref-1 (redox factor)

HNF4 (gene-specificity)

Smad3 (gene-specificity)

FIH-1 (inhibitor)

p14ARF
Tableau 1.3: Liste des protéines interagissant avec HIF-1 (Wenger, 2002).
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Figure 1.17: Liste des geénes impliqués dans divers processus cellulaires et dont I’expression
est activée par HIF-1. ADM, adrenomedullin; ALDA, aldolase A; ALDC, aldolase C; AMF, autocrine
motility factor; CATHD, cathepsin D; EG-VEGF, endocrine-gland-derived VEGF; ENG, endoglin; ETI,
endothelin-1; ENOI1, enolase 1; EPO, erythropoietin; FN1, fibronectin 1; GLUTI, glucose transporter 1;
GLUT3, glucose transporter 3; GAPDH, glyceraldehyde-3-P-dehydrogenase; HK1, hexokinase 1; HK2,
hexokinase 2; IGF2, insulin-like growth-factor 2; IGF-BP1, IGF-factor-binding-protein 1; IGF-BP2, IGF-factor-
binding-protein 2; IGF-BP3, IGF-factor-binding-protein 3; KRT14, keratin 14; KRT18, keratin 18; KRT19,
keratin 19; LDHA, lactate dehydrogenase A; LEP, leptin; LRP1, LDL-receptor-related protein 1; MDRI,
multidrug resistance 1; MMP2, matrix metalloproteinase 2; NOS2, nitric oxide synthase 2; PFKBF3, 6-
phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase-3; PFKL, phosphofructokinase L; PGK 1, phosphoglycerate
kinase 1; PAIIl, plasminogen-activator inhibitor 1; PKM, pyruvate kinase M; TGF-®, transforming growth
factor-&; TGF-P 3, transforming growth factor-P 3; TPI, triosephosphate isomerase; VEGF, vascular endothelial
growth factor; UPAR, urokinase plasminogen activator receptor; VEGFR2, VEGF receptor-2; VIM, vimentin.
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Les facteurs de croissance

Il a été démontré que ’activité transcriptionnelle de HIF-1 pouvait étre augmentée en
normoxie suite a I’activation des récepteurs a tyrosine kinase par des facteurs de croissance
(Figure 1.15). Ce mécanisme n’induit pas la stabilisation de HIF-la mais plutot sa
phosphorylation par les MAPKSs (mitogen activated protein kinases) ERK 2, ERK1 via la voie
Ras-Raf-MEK-ERK. D’autre part, I’activation de la voie PI3K-AKT-mTOR par les facteurs
de croissance induit une augmentation de la syntheése protéique de HIF-lo menant a la
saturation du systéme de dégradation de HIF-1a dépendant de I’oxygene. En effet, mTOR est
une kinase capable d’augmenter de maniere indirecte la traduction de certains ARNm (dont
HIF-10) en protéine (Figure 1.16) (Hopfl ef al, 2004). Parmi les facteurs de croissance et les
cytokines capables de réguler I’activité de HIF-1, on trouve EGF, IGF-1, IGF-2, I’insuline et
TNF-o. Il est intéressant de savoir qu’un tiers des cancers du sein présentent une activité
augmentée du récepteur HER2 (human epidermal growth factor receptor 2) et par conséquent

une surexpression de HIF-1a dans ces cellules cancéreuses (Laughner et al, 2001 ; Semenza,
2003 ; Wenger 2002).

Interactions protéine-protéine

Outre CBP, p300, SRC-1 et TIF-2, d’autres cofacteurs et facteurs de transcription peuvent se
lier 2 HIF-1 et réguler son activité (Tableau 1.3). Parmi ceux-ci, on trouve le facteur de
transcription suppresseur de tumeur p53. La stabilisation de p53 est inductible en hypoxie. Il a
¢été démontré que p53 interagit directement avec le domaine ODD de HIF-1a ou interagit avec
HIF-1a par I'intermédiaire de Hdm?2 et que cette interaction inhibe directement 1’activité
transcriptionnelle de HIF-1. Une autre hypothése affirme que p53, en se liant a son cofacteur
p300, atténue 1’activité transcriptionnelle de HIF-1 en créant une compétition pour la liaison a
p300 (Schmid et al, 2004). Outre une diminution de I’activité transcriptionnelle de HIF-1,
cette interaction peut tre responsable de la dégradation de HIF-1a par le protéasome via son
ubiquitination par Hdm2. En effet, Hdm2 présente une activité E3-ligase spécifique a p53 qui
induit sa dégradation par le protéasome et il semble que Hdm?2 soit également capable
d’ubiquitiner HIF-1. 11 est intéressant de constater que méme si p53 est inactif
transcriptionnellement, comme c’est souvent le cas dans les cellules cancéreuses (les
mutations touchant p53 sont les événements les plus fréquents dans les cancers et sont
présentes dans 20 a 30% des cancers du sein (Lacroix et al, 2006)), il est capable de réguler
Iactivité de HIF-1.

3.5. Adaptation cellulaire a ’hypoxie

Actuellement, une soixantaine de geénes dont I’expression est régulée par HIF-1 ont été
découverts (Figure 1.17). Ces génes sont impliqués dans divers processus cellulaires mais ont
tous en commun de favoriser 1’adaptation des cellules a I’hypoxie. Les génes directement
régulés par HIF-1 sont impliqués dans le métabolisme du glucose, I’oxygénation des tissus et
la néoangiogenése.

3.5.1. Métabolisme du glucose

En hypoxie, les cellules régénerent leur ATP non plus via la respiration mitochondriale
dépendante de 1’oxygeéne mais via la glycolyse ou phosphorylation au niveau du substrat. Le
rendement de la glycolyse est de 2 moles d’ATP par mole de glucose ce qui est faible par
rapport au rendement de la respiration mitochondriale (36 moles d’ ATP par mole de glucose).
Cependant, la quantité d’ATP produit est suffisante pour permettre a la cellule de survivre car
I’internalisation du glucose est augmentée et la voie de la glycolyse est activée (Figure 1.18).
Dans un premier temps, une régulation allostérique des enzymes glycolytiques et une
augmentation du transport de glucose dans la cellule permettent d’activer la glycolyse. Par
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exemple, une augmentation de la concentration en AMP dans la cellule va augmenter
I’activité¢ de la phosphofructokinase par une régulation allostérique. A plus long terme,
I’adaptation se réalise grace a une modification de I’expression génique visant a augmenter
I’expression des enzymes glycolytiques et I’expression des transporteurs de glucose. Ce
phénomene est appelé « effet Warburg » (Young and Anderson, 2008) et est en grande partie
dépendant de HIF-1. Celui-ci induit la surexpression des transporteurs de glucose GLUT-1 et
GLUT-3 et de presque toutes les enzymes glycolytiques, dont la phosphoglycérate kinase 1, la
lactate déhydrogenase A, la pyruvate kinase M (Semenza et al, 2002), la glycéraldehyde-
phosphate déhydrogenase, 1’énolase 1 et la PFKBF3. Cette derniére est responsable de la
synthése d’un régulateur allostérique (le fructose 2,6 biphosphate) de la phosphofructokinase.
La PFKBF3 est une enzyme bi-fonctionnelle dont I’activité différe en fonction des
conditions : I’AMP induit I’activité phosphofructo-2-kinase et I’ATP induit I’activité fructose
2,6 biphosphatase de 1’enzyme. Cette régulation du métabolisme par HIF-1 lui attribue un rdle
important dans 1’adaptation et la survie des cellules en hypoxie (Semenza, 2007).

3.5.2. Oxygénation des tissus

En hypoxie, lorsqu’il y a une diminution de la concentration en oxygeéne dans les tissus et
dans le sang, HIF-1 active la production d’EPO (érythropoiétine). L’EPO est une hormone
glycoprotéique qui favorise la viabilité et induit la prolifération et la différenciation des
précurseurs €rythropoiétiques, résultant en une augmentation de globules rouges et donc en
une augmentation de 1’oxygénation des tissus (Stockmann and Fandrey, 2006). Parallélement
a l'augmentation d’EPO, HIF-1 augmente I’expression de la transferrine qui permet le
transport intracellulaire du fer nécessaire a la syntheése de I’hémoglobine au cours de
I’érythropoiese (Rolfs et al, 1997).

3.5.3. Néoangiogenese

La néoangiogenése consiste a former de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de capillaires
préexistants en mobilisant I’endothélium et en induisant la prolifération des cellules
endothéliales. Le facteur de croissance le plus important dans le processus d’angiogenése est
le VEGF (vascular endothelial growth factor). Le VEGF, dont I’expression est régulée par
HIF-1, induit le développement de nouveaux vaisseaux sanguins en stimulant la prolifération
et la migration des cellules endothéliales ayant pour conséquence une meilleure
vascularisation des tissus sous-oxygénés. Un autre effet important du VEGF est I’induction de
la perméabilisation vasculaire contribuant a I’écoulement de liquide interstitiel. De plus, le
flux sanguin peut étre amélioré grace a une vasodilatation des vaisseaux induite par le NO
(oxyde nitrique). Le NO est produit par la NOS (nitric oxide synthase) dont I’expression est
également régulée par HIF-1 (Hirota and Semenza, 2006).

4. Cancer et hypoxie

Lorsqu’une tumeur se développe, les cellules situées au centre de celle-ci sont de plus en plus
€éloignées des vaisseaux sanguins qui entourent la tumeur et par conséquent, sont de moins en
moins bien oxygénées (Figure 1.19). D&s que le volume d’un nodule cancéreux atteint 1mm?,
on observe I’apparition de zones hypoxiques au sein de la tumeur. Au fur et a mesure de la
croissance tumorale, I’hypoxie est de plus en plus prononcée au centre de la tumeur et les
cellules situées au centre de celle-ci meurent par nécrose car elles ne peuvent plus s’adapter a
la diminution d’oxygene devenue trop drastique. Par contre, les cellules situées en périphérie
de la tumeur s’adaptent et survivent car I’hypoxie est moins sévere. Les mécanismes par
lesquels les cellules cancéreuses s’adaptent a I’hypoxie sont nombreux et sont en partie
similaires a ceux décrits ci-dessus. Cependant, d’autres mécanismes spécifiques aux tumeurs
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Figure 1.19: Représentation schématique du développement d’une tumeur et de I’apparition
d’une zone d’hypoxie au centre de la tumeur causée par la diminution de la quantité
d’oxygeéne devenue accessible au centre de la tumeur. Lorsque le volume de la tumeur
augmente encore, une zone nécrotique apparait au centre car la sévérité de ’hypoxie est
devenue trop importante pour que les cellules puissent s’adapter et survivre.
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sont également activés et fournissent un avantage permettant aux cellules tumorales de
proliférer ou de résister a la mort cellulaire induite par les agents chimiothérapeutiques. Parmi
ces mécanismes, les plus importants sont la néoangiogenése, la formation de métastases et
I’expression des MDR. De plus, I’expression de nombreux génes impliqués dans I’apoptose
est modifiée en hypoxie pouvant avoir pour conséquence une inhibition de 1’apoptose et la
survie des cellules cancéreuses. La régulation des geénes impliqués dans ces mécanismes étant
dépendante de HIF-1, ce facteur de transcription représente de plus en plus une cible pour les
thérapies anticancéreuses.

4.1. Néoangiogenese

Comme décrit précédemment, le VEGF, dont I’expression est induite par HIF-1, induit la
formation de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de capillaires préexistants. Cependant la
néoangiogeneése tumorale posseéde des caractéristiques particulieres qui favorisent la
croissance des tumeurs et le développement de métastases. En effet, les vaisseaux sanguins
formés au niveau des tumeurs sont caractérisés par une architecture anormale et irréguliere et
une perméabilité €levée. Cette irrégularité donne lieu a un flux sanguin irrégulier et stagnant
qui ne permet pas d’oxygéner toutes les zones de la tumeur de maniére efficace et constante.
Cependant cette néovascularisation irréguliere est suffisante pour fournir a la tumeur de
I’oxygeéne et les nutriments nécessaire a sa survie tout en limitant 1’acces des agents
chimiothérapeutiques aux cellules tumorales qui sont trop éloignées des vaisseaux sanguins.

4.2. Métastases

Les tumeurs qui possedent de larges régions hypoxiques présentent un potentiel
invasif/métastasique plus élevé induit par une modification de I’expression génique régulée
par HIF-1. La présence de HIF-1 est associée avec la perte de I’expression de I’E-cadhérine,
un composant des jonctions adhérentes qui permet I’adhérence des cellules a leurs voisines et
par conséquent qui empéche la formation de métastases. HIF-1 induit une augmentation de
I’expression d’autres protéines favorisant la formation de métastases telles que TWIST1, un
régulateur de la transition épithélium-mésenchyme, la lysyl oxydase (LOX), impliquée dans le
remodelage de la matrice, des métalloprotéases qui brisent les interactions cellules-cellules et
cellules-matrice ainsi que le récepteur a chémokine CXCR4 et son ligand SDF-1 (Stroma cell
derived factor-1) qui jouent un rdle dans la migration directionnelle des cellules tumorales
métastasiques. L’augmentation de D’expression de ces facteurs est corrélée avec
I’augmentation du caractére invasif/métastasique des cellules du cancer du sein. Par exemple,
les cellules tumorales métastasiques MDA-MB-231 surexpriment les protéines CXCR4 et
LOX. Un siRNA dirigé contre la protéine CXCR4 ou une inhibition de LOX diminue le
caractere invasif des MDA-MB-231, ce qui suggére que CXCR4 et LOX sont en partie
responsables du caractére métastasique des cancers du sein. Ils représentent donc une cible
potentielle a cibler pour contrdler la croissance tumorale et la formation de métastases (Dachs
and Tozer, 2000 ; Chaudary and Hill, 2006).

4.3. MDR (Multidrug resistance)

La résistance des cellules tumorales a divers agents chimiothérapeutiques est en partie due a
la présence de protéines qui expulsent ces agents hors de la cellule. Actuellement, trois
protéines agissant de cette maniere ont été découvertes, Pgp (P-glycoprotein) aussi appelée
MDRI1, Mrp (multidrug resistance-associated protein) et Brcp (breast cancer resistance
protein). Ces trois protéines se localisent au niveau de la membrane plasmique et
appartiennent a la famille des transporteurs de type ABC (ATP-binding cassette). L’expulsion
des agents a I’extérieur de la cellule est dépendante de I’ ATP (Paredes et al, 2006). MDR1 est
la protéine la plus étudiée et son expression est connue pour étre induite par HIF-1. De plus,
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sa surexpression est souvent corrélée avec une résistance des cellules tumorales face aux
agents chimiothérapeutiques (Comerford et al, 2002).

4.4. L ’hypoxie et I’apoptose

En plus de son rdle dans I’adaptation des cellules face a I’hypoxie, HIF-1 posseéde également
la capacité d’induire ou d’inhiber I’apoptose en fonction du type cellulaire et des conditions
expérimentales. En effet, au laboratoire, il a été démontré que I’hypoxie inhibe I’apoptose
induite par I’étoposide dans des cellules d’hépatome humain (HepG?2) alors qu’elle I’aggrave
dans des cellules du cancer du sein (MCF-7) et n’a aucun effet dans des cellules de carcinome
pulmonaire A 549 (Cosse et al, 2007). 1l semble que I’induction de 1’apoptose dépend de la
sévérité de I’hypoxie : une hypoxie modérée favorise la survie cellulaire tandis qu’une
hypoxie sévére induit la mort cellulaire, mais également de 1’état de phosphorylation de la
sous-unité HIF-1a (Piret et al, 2002).

4.4.1. HIF-1 pro-apoptotique

HIF-1 est capable d’induire 1’apoptose via au moins deux mécanismes différents. Tout
d’abord, HIF-1 induit I’expression de Bnip3 qui est une protéine pro-apoptotique appartenant
a la famille Bcl-2 (Sowter et al, 2001). Ensuite, il a ét€ démontré que HIF-1 peut interagir
avec p53 en hypoxie. Cette interaction peut étre responsable de I’inhibition de 1’activité de
HIF-1 notamment en induisant sa dégradation par le protéasome (comme décrit
précédemment). Cette interaction permet également de stabiliser p53 qui va pouvoir induire
I’apoptose. De récentes études ont démontré que 1’état de phosphorylation de la sous-unité
HIF-1a détermine son association avec ARNT et p53. Ainsi, HIF-1a phosphorylée interagit
avec ARNT et favorise I’adaptation cellulaire face a I’hypoxie tandis que la forme
déphosphorylée interagit préférentiellement avec p53 et favorise la mort cellulaire (Suzuki et
al, 2001).

4.4.2. HIF-1 anti-apoptotique

Plusieurs études ont déja démontré que 1’hypoxie pouvait protéger certaines lignées cellulaires
cancéreuses de I’apoptose induite par différents agents chimiothérapeutiques. Cette résistance
semble étre le résultat de modifications d’expression génique induites en partie par le facteur
de transcription HIF-1. Des études ont démontré que HIF-1 diminue I’expression de la
protéine Bid, une protéine «BH3 only» dans quatre types cellulaires différents (Erler et al,
2004). I1 a été démontré que HIF-1 est également capable d’inhiber I’apoptose induite par le
tert-butyl hydroperoxyde dans des cellules HepG2 en induisant I’expression de la protéine
anti-apoptotique Mcl-1 (Piret et al, 2005). Une preuve de I’action anti-apoptotique de HIF-1
fut apportée en utilisant des siRNA dirigés contre la sous-unité HIF-1a dans des HUVECs
(human umbilical vascular endothelial cells) (Yu et al, 2004) et dans les HepG2 (Sermeus et
al, 2008).

Indépendamment de HIF-1, I’hypoxie régule I’expression de génes pro- ou anti-apoptotiques.
Par exemple, une augmentation de 1’expression de la protéine IAP-2 (inhibitor of apoptosis
protein 2) est observée en hypoxie. Cette protéine posséde un réle anti-apoptotique car elle
inhibe I’activité des caspases. L’hypoxie peut également diminuer I’expression de protéines
pro-apoptotiques telles que Bax et Bak (Erler ef al, 2004 ; Sermeus et al, 2008).

4.5. Implication d’autres facteurs de transcription

L’hypoxie peut réguler I’activité d’autres facteurs de transcription tels que NFkB et AP-1
pouvant moduler également I’activation du processus apoptotique. En effet, des études ont
démontré que NFxB peut jouer le réle d’un facteur anti-apoptotique alors que AP-1 possede
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une activité€ pro- ou anti-apoptotique en fonction du stress et de la lignée cellulaire (Cummins
and Taylor, 2005).

4.5.1. NFkB

En plus de son r6le dans la réponse immunitaire et inflammatoire, NFkB joue un role dans le
controle de la croissance et la survie cellulaire. NFkB est une protéine hétérodimérique
constituée de Rel, RelA, RelB, p50/p105 et p52/p100. Les dimeéres NFkB sont normalement
séquestrés dans le cytosol par la protéine inhibitrice IkB et sont activés rapidement par des
stimuli qui induisent la phosphorylation par I'IKK (IkB kinase) et sa dégradation par le
protéasome d’IkB. Une fois libéré de son inhibiteur, le dimére NFkB entre dans le noyau ou il
induit I’expression de ses génes cibles. Parmi les génes cibles de NFkB, on retrouve des
membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 tels que Bcl-x, Bfl-1/A1 et Bcl-2, I’inhibiteur
de la caspase 8 FLIPy et les protéines inhibitrices de caspases IAP1, IAP2 et XIAP (Papa et
al, 2004). En bloquant I’apoptose induite par les récepteurs de mort TNF-R, FAS et TRAIL-
R, NFkB aide les cellules tumorales a échapper a I’apoptose induite via la voie extrinséque
(Papa et al, 2006).

4.5.2. AP-1

AP-1 est un facteur de transcription qui détermine le destin de vie ou de mort de la cellule en
régulant I’expression des geénes impliqués dans prolifération, la différentiation et 1’apoptose.
AP-1 est un homo- ou hétéro-dimeére composé de protéines bZIP (basic region-leucine zipper)
reprenant les membres de la famille Jun (c-Jun, JunB, et JunD), les membres de la famille Fos
(c-Fos, FosB, Fral et Fra2) ou les membres de la famille des ATF (ATF2, ATF3, B-ATF).
Différents stimuli permettent d’activer la kinase c-Jun N-terminale (JNK) qui va phosphoryler
la protéine Jun et augmenter ’activité transcriptionnelle de AP-1 (Ameyar et al, 2003). Dans
notre laboratoire, de récentes études ont démontré qu’en hypoxie, 1’activation d’AP-1 pouvait
jouer un rdle anti-apoptotique en protégeant les cellules HepG2 de 1’apoptose induite par
I’étoposide (Piret et al, 2006).
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Objectifs

L’hypoxie est souvent accompagnée d’une résistance des cellules vis-a-vis des
chimiothérapies et des radiothérapies. En effet, 1’efficacité des radiations et de la plupart des
drogues cytotoxiques est dépendante d’une présence suffisante d’oxygeéne dans les cellules.
Par exemple, les dommages a I’ADN induits par les radiations ionisantes ou par certains
agents chimiothérapeutiques ont besoin d’oxygeéne pour étre fixés. De plus, les tumeurs
hypoxiques sont souvent peu ou pas vascularisées car les nouveaux vaisseaux sanguins
tumoraux présentent une structure déformée. Par conséquent, les cellules tumorales ne sont
pas bien oxygénées et I’acces des drogues aux régions hypoxiques est limité (Wouters et al,
2007). Outre la diminution d’efficacité des traitements, les cellules hypoxiques sont capables
de s’adapter a I’hypoxie et un grand nombre de cellules tumorales ont la capacité de résister a
I’apoptose induite par les agents chimiothérapeutiques grace a une adaptation se déroulant au
niveau génétique ou au niveau de 1’expression génique. Le principal responsable de cette
adaptation est le facteur de transcription HIF-1. Une augmentation de I’activation de HIF-1 a
été observée dans une série de tumeurs humaines touchant le foie, le sein, le colon, les
ovaires, la vessie, le pancréas, la prostate et les reins (Rankin and Giaccia, 2008) et la
présence de zones hypoxiques et de HIF-1 dans les tumeurs est souvent corrélée avec un
pronostic négatif. Il semble alors logique de penser que I’hypoxie, et en particulier, le facteur
de transcription HIF-1, puissent apporter une protection des tumeurs face a I’apoptose induite
par les agents chimiothérapeutiques.

Le but de ce mémoire sera de caractériser les effets de I’hypoxie sur I’apoptose induite par le
taxol ou I’épirubicine dans les cellules MDA-MB-231. Ces cellules sont des cellules
cancéreuses mammaires possédant une mutation dans le domaine de liaison a I’ADN dans le
géne suppresseur de tumeur p53, le rendant inactif transcriptionnellement. Le taxol et
I’épirubicine sont les agents les plus fréquemment utilisés pour traiter les patients atteints d’un
cancer du sein métastasique. Le taxol est une molécule naturelle isolée a partir de 1’arbre
Taxus brevifiola. Cet agent se lie de maniere réversible a la sous-unité 3 de la tubuline
induisant sa polymérisation provoquant ainsi un arrét de la division cellulaire a la phase G2/M
et finalement 1’apoptose. L’épirubicine est une molécule qui s’intercale dans I’ADN et inhibe
la synthése d’ARN et de protéines. Il génere aussi des radicaux libres cytotoxiques, inhibe le
clivage de I’ADN par la topoisomérase II, inhibe I’activité hélicase et interfere avec la
réplication et la transcription de I’ADN.

Notre étude se divise en quatre parties :

La premiere partie consiste a étudier si I’hypoxie induit une résistance des cellules MDA-MB-
231 face a I’apoptose induite par le taxol ou I’épirubicine en mesurant I’activité de la caspase
3. Nous avons pu démontrer que I’hypoxie protege les cellules de I’apoptose induite par le
taxol.

La seconde partie consiste a investiguer les variations de I’expression protéique et en ARNm
et/ou en visualisant une relocalisation de certains membres de la famille Bcl-2 (Bax, Bak,
Mcl-1, Bim, Bnip3) dans le but d’identifier des candidats dont I’expression est modifiée en
fonction des incubations et qui pourraient donc jouer un rdle dans la protection induite par
I’hypoxie.

Au cours de la troisiéme partie, nous avons investigué le rdle du facteur de transcription HIF-
1 dans la protection des cellules MDA-MB-231 contre 1’apoptose induite par le taxol. Pour ce
faire, nous avons utilisé des siRNA dirigés contre la sous-unité¢ HIF-1a afin d’inhiber la
stabilisation et 1’activité transcriptionnelle de HIF-1. Ensuite, nous avons mesuré 1’activité de
la caspase 3 des cellules aprés transfection avec les siRNA : si HIF-1 est responsable de la
protection, son inhibition dans les cellules incubées en hypoxie en présence de taxol devrait
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conduire a une activité de la caspase 3 accrue par rapport aux cellules dans lesquelles HIF-1
est toujours fonctionnel.

Enfin, le profil d’expression de 96 geénes dont les produits sont impliqués dans la régulation
de I’apoptose a été établi a 1’aide de cartes microfluidiques a réactions PCR multiples. Cette
étude a été réalisée apres transfection avec les siRNA anti-HIF-1a afin de déterminer le role
de HIF-1 dans la régulation de ’expression de ces génes. L’étude de I’expression de ces 96
génes devrait également fournir des informations supplémentaires quant aux acteurs
impliqués dans cette protection. L’ensemble de ces résultats devrait nous apporter une
meilleure compréhension des mécanismes induits par I’hypoxie qui engendrent la résistance
des cellules cancéreuses face a I’apoptose induite par des agents anti-cancéreux.
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MATERIEL ET METHODES

1. Culture cellulaire

1.1. Type cellulaire
Les cellules utilisées au long de ce travail sont des cellules tumorales humaines invasives et
métastasiques provenant d’un cancer du sein. Ces cellules sont appelées MDA-MB-231
(Lacroix and Leclercq 2004).

1.2. Maintien des cultures et repiquage cellulaire

1.2.1. Matériel
Tableau II.1

1.2.2. Méthode

Les cellules MDA-MB-231 sont cultivées dans des boites de culture T75 dans une étuve a
37°C dans une atmosphére humide contenant 5% de CO,. Les cellules sont repiquées deux
fois par semaine selon le protocole suivant.

Le milieu de culture est décanté et la boite T75 est rincée avec 5 ml de PBS stérile. Apres
avoir décanté le PBS, les cellules sont détachées du fond de la boite par un ajout de 2 ml de
trypsine-EDTA suivi d’une incubation de 2 minutes a 37°C. 6 ml de milieu de culture complet
(RPMI + 10 % de sérum de veau feetal) sont ajoutés afin de neutraliser la réaction de
trypsinisation. L’entiereté de la suspension cellulaire est transférée dans un tube de 10 ml et
centrifugée durant 4 minutes a 1000 rpm pour sédimenter les cellules. Apres centrifugation, le
surnageant est décanté et le culot est resuspendu dans du milieu complet. La suspension
cellulaire est répartie dans de nouvelles boites T75 de maniére a diluer 10x la suspension
cellulaire obtenue par trypsinisation. Du milieu complet est ajouté dans les nouvelles boites
T75 pour atteindre un volume final de 20 ml. Les boites sont alors placées dans 1’étuve.

2. Incubation en hypoxie

2.1. Matériel
Tableau I1.2

2.2. Méthode

Le milieu complet (RPMI + 10 % sérum) est décanté et remplacé par du milieu CO,
indépendant dans lequel a été ajouté 1 mM de L-glutamine (Tableau II.2). Les boites ou les
plaques sont incubées a 37 °C en normoxie (atmosphére contenant 20% d’oxygene) ou en
hypoxie (atmosphere contenant 1% d’oxygene et 99% d’azote).

En fonction des conditions, les cellules sont placées en hypoxie ou normoxie durant 5 heures

ou 16 heures avec ou sans taxol (50 uM) ou épirubicine (10 uM).

3. Extraction protéique totale

3.1. Matériel
Tableau 11.4

3.2. Méthode

Les extraits protéiques totaux sont préparés a partir des cellules cultivées dans des T25.
Apreés incubation, les T25 sont immédiatement placées sur glace. Le milieu de culture est
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PBS (phosphate buffer saline) stérile (BioWhittaker, | Tampon phosphate 10mM
Belgique) NaCl 150 mM
pH 7.4

Trypsine-EDTA : solution de trypsine (0,5g/1) et EDTA (0,2¢/1) (GIBCO, UK)

Boites de culture de 75cm” (T75) (Costar, Corning, USA)

Tube 10ml (Sterilin, UK)

Milieu de culture complet

Milieu RPMI 1640 (Invitrogen 21875091)
10% de sérum de veau feetal (GIBCO, UK)

Tableau IL.1 : Matériel requis pour le maintien et le repiquage cellulaire

Milieu CO,-indépendant (GIBCO, UK)

L-glutamine (Sigma, USA)

Taxol (Invitrogen, Molecular Probes, USA)

Epirubicine (Calbiochem, US)

Tableau IL.2 : Matériel requis pour I’incubation en hypoxie

Type de boites Volume de milieu CO,-indépendant
24 puits 2,5 ml/puit

125 8 ml

T75 16ml

Tableau IL.3 : Volume de milieu CO, indépendant a utili

ser en fonction du type de boite de culture utilisée

Tampon de lyse

1ml de tampon de lyse 2x, pH 7.5 (TRIS 40mM, KCI
300mM, EDTA 2mM)

580 ul d’eau milliQ

20ul de TritonX-100

200pl PIC (protease inhibitor cocktail) (Tableau I1.5)
200ul PIB (phosphatase inhibitor buffer) (Tableau I1.5)

PIC (Tableau IL.5)

Une tablette diluée dans 2 ml d’eau milliQ (Complete
protease inhibitor cocktail tablets 25x, Roche,
Allemagne)

PIB (Tableau II.5)

Na;VO, 25nM (Sigma-Aldrich, USA)

PNPP (Para-NitroPhényl Phosphate) 250 nM (Sigma,
USA)

B-glycérophosphate 250nM (Sigma-Aldrich, USA)
NaF 125 nM (Merck, Allemagne)

Glace

Eau milliQ

Pipette pasteur

Tube de 10ml

2 séries de Microtubes

Racloir de 24mm

TritonX-100 (Merck, Allemagne)

Tableau I1.4 : Matériel requis pour I’extraction protéique totale

PIC Une tablette diluée dans 2 ml d’eau milliQ (Complete protease inhibitor cocktail tablets
25x, Roche, Allemagne)
PIB Na3VO,4 25nM (Sigma-Aldrich, USA)

B-glycérophosphate 250nM (Si

PNPP (Para-NitroPhényl Phosphate) 250 nM (Sigma, USA)

gma-Aldrich, USA)

NaF 125 nM (Merck, Allemagne)

Tableau I1.5 : Composition du PIC et du PIB
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transféré dans un tube de 10 ml et centrifugé 5 minutes a 1200 rpm a 4°C afin de récupérer les
cellules en suspension. Le surnageant est décanté et le culot est resuspendu dans 50 pl de
tampon de lyse et transféré dans la premiere série de microtubes. Les cellules dans les boites
de 25 cm” sont raclées dans 150 ul de tampon de lyse a 1’aide d’un racloir de 24 mm (Costar,
Corning, USA). Le lysat cellulaire est entierement récupéré dans la premicre série de
microtubes froids. 10 homogénéisation sont réalisé€s a I’aide d’une micropipette afin de lyser
complétement les cellules. Les microtubes sont alors centrifugés pendant 5 minutes a 13000
rpm, a 4°C afin de sédimenter les débris cellulaires. Le surnageant est transféré dans la
deuxiéme série de microtubes. 10 pl de lysat de chaque condition est aliquoté et sera utilisé
pour le dosage de la concentration en protéines par la méthode de Bradford. Les échantillons
sont stockés a -80°C.

4. Fractionnement cellulaire par centrifugations différentielles

4.1. Principe
Dans le but de rechercher I’abondance de différents acteurs pro- et anti-apoptotiques dans
différents compartiments cellulaires (noyaux, mitochondries et cytosol), un fractionnement
par la technique de centrifugations différentielles suivi d’une extraction protéique sur les
différentes fractions enrichies a été réalisé. Les extraits ont été utilisés pour réaliser des
western blots visant a rechercher 1’abondance des protéines Bak et de Bax.

4.2. Matériel
Tableau I1.6

4.3. Méthode

Toutes les étapes du fractionnement cellulaire s’effectuent a 4°C et 2 boites de culture de 75
cm” (Costar) ont été utilisées pour chaque condition.

Les cellules sont repiquées a 2 millions de cellules par boite de culture T75. Le lendemain, les
cellules sont incubées en normoxie ou en hypoxie en présence ou non d’épirubicine ou de
taxol pendant 16 heures. Aprés I’incubation, les surnageants sont récupérés dans des tubes de
10 ml et centrifugés 5 minutes a 1200 rpm. Le surnageant est décanté et le culot est conservé
et resuspendu dans 200 pl de saccharose 0,25 M.

Les cellules sont raclées dans 800 ul de tampon saccharose 0,25 M et transvasées dans les
tubes de 10 ml (les doubles sont rassemblés dans un méme tube). Les boites sont rincées avec
800 pl de tampon saccharose 0,25 M. Le tout est ajouté au tube de 10 ml correspondant.

Par condition, les cellules raclées et les culots resuspendus sont donc rassembl€s dans un
méme tube de 10 ml. Ces tubes sont centrifugés 5 minutes a 1200 rpm. Ensuite, les
surnageants sont décantés et le culot est resuspendu dans 3 ml de tampon saccharose. Les
homogénéisateurs de Dounce (un pour chaque condition) sont rincés 2x avec le tampon
saccharose et les suspensions cellulaires y sont transvasées. Aprés 8 passages au piston B, les
homogénats sont transférés dans de nouveaux tubes de 15 ml et centrifugés 10 minutes a 2700
rpm a 4°C (centrifugeuse Alegra R-22).

Le surnageant est conservé et transféré dans un nouveau tube de 15 ml (fraction S+ MLP).

Le culot correspond a la fraction nucléaire et aux cellules entieres. Celui-ci est resuspendu
dans 2 ml de tampon saccharose 0,25 M et transféré dans un homogénéisateur de Dounce. 8
passages au piston B sont réalisés et I’homogénat est transféré dans de nouveaux tubes de 10
ml puis centrifugé 10 minutes a 2100 rpm a 4°C (centrifugeuse Alegra R-22). Les surnageants
sont transférés dans les tubes de 15 ml précédents et les culots sont resuspendus dans 500 pl
de tampon saccharose 0,25 M. Les culots resuspendus sont transférés dans des
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PBS : 150mM NaCl, 10mM KH,PO4/K,HPO, ; pH 7,4

Tampon saccharose 0,25M (85,575g de sucre de Tirlemont en bloc dilué dans 11 d’eau milliQ)

Homogénéisateur de Dounce de 7 ml

Piston B

Tubes de 10 ml et de 15 ml

Tubes rigides

Tableau IL.6 : Matériel requis pour le fractionnement par centrifugations différentielles

BSA (Bovine Serum Albumine) 2ug/ul (étalon)

Tampon de lyse ou tampon saccharose 0,25M correspondant aux extraits protéiques dosés

Colorant Bradford dilué 5x et filtré (Bio-Rad, USA)

Tableau I1.7 : Matériel requis pour le dosage de la concentration en protéines par la méthode de Bradford

Gel séparateur ou « running gel » (Tableau II.11)

Gel concentrateur ou « stacking gel » (Tableau I1.11)

Tampon d’électrophorése : running buffer 1x (Tableau II.11)

Etalon de poids moléculaire: Seeblue Plus 2 Prestained (Invitrogen, USA)

Cuve (Life technologies Model V15.17, Invitrogen, USA)

Générateur (Pharmacia Biotech Electrophoresis Power Supply EPS 3500)

Bleu de charge concentré 5x (Tableau I1.12)

Tableau I1.8 : Matériel requis pour préparer un gel Tris-Glycine

Appareil de transfert : Hoeffer Semiphor (Amersham Biosciences, USA)

Tampon de transfert (blotting buffer) (Tableau I1.11)

Papier Whatman (Merck, Germany)

Membranes PVDF (Amersham Biosciences, USA)

Tableau I1.9 : Matériel requis pour le transfert

Tampon de ringage : TBS-Tween 0,1% (TBS-T), pH 7,6 + agent bloquant/lait Gloria (Tableau II.11)

Anticorps primaires et secondaires dilués en fonction de la protéine a révéler (Tableaux I1.13 et I1.14)

Substrat de Révélation: ECL Advance Western Blotting Detection Kit (Amersham, USA)

Film radiographique (Amersham Biosciences, USA)

Solution de révélation (Ilford 2000 RT, Ilfrod Imaging, UK)

Solution de fixation (Ilford 2000 RT, Ilfrod Imaging, UK)

Machine de révélation (Fujifilm, FPM 100A, Japan)

Tableau I1.10 : Matériel requis pour le blocking et la révélation
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homogénéisateurs de Dounce et aprés 8 passages au piston B, les homogénats sont conservés
dans des microtubes. Cette fraction correspond a la fraction N.

Les fractions S+MLP dans les tubes de 15 ml sont transvasées dans des tubes rigides. Les
volumes des différents échantillons doivent étre égaux et sont déterminés par la formule :

Volume= masse = poids total des tubes rigides avec la fraction PNS - poids tube vide
masse volumique 1,034

La condition avec le plus grand volume est conservée et du tampon saccharose 0,25 M est
ajouté aux autres conditions pour égaliser les autres volumes. Les tubes rigides sont
centrifugés a 35000 rpm a 4°C (la durée de la centrifugation est déterminée en fonction du
volume a centrifuger) (rotor 50 Ti ; centrifugeuse L7-35). Les surnageants sont transférés
dans de nouveaux tubes de 15 ml. Cette fraction correspond a la fraction C (cytosol).

Les culots sont resuspendus a sec a I’aide d’une baguette puis 200 pl de tampon saccharose
0,25 M est ajouté. Les suspensions sont transférées dans des microtubes. La baguette et les
tubes rigides sont rincés avec 100 pl de tampon saccharose 0,25 M et le tout est transféré dans
les microtubes. Cette fraction correspond a la fraction MLP. Les fractions sont aliquotées et
conservées a -70°C. 10 pul de chaque fraction et du tampon saccharose 0,25 M sont conserveés
a -20°C pour réaliser un dosage de la concentration en protéines par la méthode de Bradford.

5. Dosage de la concentration en protéines par la méthode de Bradford

5.1. Matériel
Tableau I11.7

5.2. Méthode

2,5 ul d’extraits protéiques sont ajoutés toutes les 30 secondes dans 1 ml de colorant
Bradford. 5 minutes apres 1’ajout de I’extrait, la densité optique (D.O) est lue a 595 nm grice
a un spectrophotometre préalablement calibré avec de I’eau distillée. La cuvette est rincée a
I’acétone puis a 1’eau distillée entre chaque mesure.

Il est important de réaliser différents controles afin de normaliser les valeurs. Pour ce faire,
des mesures de D.O sont réalisées respectivement sur 1’eau (blanc étalon), le tampon de lyse
(blanc) et I’étalon (BSA a 2 pg/ul). Tous les dosages sont effectués en dupliquats. Afin de
calculer la concentration en protéines présente dans les échantillons, nous utilisons la formule
suivante :

((Moyenne Test — Moyenne Blanc) / (Moyenne Etalon — Moyenne Blanc Etalon)) x (Cc Etalon x ul étalon)- ;1o/u1
Volume des échantillons

6. Western Blotting

6.1. Principe_

Le Western Blot est une technique semi-quantitative qui permet de séparer les protéines
par électrophorese dans un gel. Dans ce cas-ci, les extraits protéiques obtenus sont chargés sur
un gel de polyacrylamide en présence de Sodium Dodecyl Sulfate (SDS-PAGE) qui dénature
les protéines. Sous I’impulsion d’un courant électrique passant dans la cuve d’€lectrophorése,
les protéines migrent dans le gel. Elles migreront plus ou moins loin dans le gel en fonction de
leur poids moléculaire. Une fois la migration terminée, les protéines sont transférées sur une
membrane de polyvinylidene difluoride (PVDF). L’abondance de la protéine d’intérét est
détectée a I’aide d’un anticorps primaire spécifique. Un anticorps secondaire, coupl€ a une
peroxydase, est utilisé pour reconnaitre le fragment Fc des anticorps primaires. La révélation
se fait en présence de luminol, substrat de la peroxydase. Le luminol est oxyd€ en présence de
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Gel Buffer

Pour 200 ml :
36,3 g de TRIS (ICN Biomedicals, USA)
0,8 g de SDS (ICN Biomedicals, USA)
pH 8,9

Gel mix pour gel 10%

Pour 35 ml:
8,4 ml de gel buffer
11,62 ml d’acryl/bis (Bio-Rad, USA)
15 ml d’H,O

Gel mix pour gel 15%

Pour 35 ml :
8,4 ml de gel buffer
17,5 ml d’acryl/bis (Bio-Rad, USA)
9,1 ml d’ H,O

Gel Séparateur

35 ml de gel mix 10% ou 15%
175 ul d’APS 25% (Pharmacia Biotech AB, Swedish)
10,5 ul de TEMED (Pharmacia Biotech AB, Swedish)

Spacer Gel Buffer

Pour 100 m1 :
5,1 g de TRIS (ICN Biomedicals, USA)
0,4 g de SDS (ICN Biomedicals, USA)
"pH 6,8

Spacer Gel Mix

Pour 10 ml :
2,5 ml de Spacer Gel Buffer
1,67 ml d’acryl/bis (Bio-Rad, USA)
5,83 ml d’ H,O

Gel Concentrateur

10ml de Spacer Gel Mix
50ul d’APS 25% (Pharmacia Biotech AB, Swedish)
3ul de TEMED (Pharmacia Biotech AB, Swedish)

Running Buffer 10x

Pour11:
63,2 g de TRIS (ICN Biomedicals, USA)
40 g de glycine (ICN Biomedicals, USA)
10 g de SDS (ICN Biomedicals, USA)

Blotting Buffer Pour 5 litres :
24 g de TRIS (ICN Biomedicals, USA)
115 g de glycine (ICN Biomedicals, USA)
1 1 de méthanol (Merck, Germany)

TBS 10x Pourl1:

24,22 g de TRIS (Merck, Germany)
80,06 g de NaCl (Merck, Germany)
pH 7,6

TBS-Tween 0,1 % (TBS-T)

Pour11:
100 ml TBS 10x
900 ml d” H,O
1 ml de Tween 20 (Sigma, USA)

TBS-T + Lait

TBS-t 0,1 % + 2 % de Blocking Agent (Amersham CPK 1075, USA) ou 5 % de lait en poudre
Gloria

Tableau I1.11: Solutions utilisées pour le western blotting

Bleu de charge 5x (pour les gels Tris-Glycine) 10 ml de spacer gel buffer

10 ml de SDS 20%

5 ml de B-mercaptoéthanol

10 ml glycérol

17,5 g de bleu de bromophénol

Tableau I1.12: Composition du bleu de charge concentré 5x
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la peroxydase. Cette oxydation s’accompagne d’une production de lumiere qui est alors
détectée au moyen d’un film radiographique. Dans le cadre de ce travail, I’abondance de
protéines intervenant dans I’apoptose a été étudiée a partir d’extraits totaux ainsi qu’a partir
d’extraits obtenus suite a un fractionnement cellulaire par centrifugations différentielles.

6.2. Préparation des extraits
Un volume bien précis de chaque extrait protéique est prélevé de maniére a charger une
quantité identique de protéines dans chaque puits. Ces échantillons sont portés a un volume
final identique avec de I’eau distillée et du bleu de charge est ensuite ajouté (Tableau I1.12).

Les échantillons sont alors chauffés a 100°C pendant 5 minutes afin de dénaturer les
protéines. Finalement, ils sont bri¢vement centrifugés avant d’étre chargés sur le gel.

6.3. Migration (Gel Tris-Glycine)

6.3.1. Matériel
Tableau I1.8

6.3.2. Méthode

Une fois le montage des plaques réalisé, les gels sont coulés. Le gel séparateur (15 % pour
Bak, Bax, Mcll et 10 % pour HIF-1a) est coulé entre les plaques jusqu’a environ 1 ¢cm en
dessous du peigne. Une fine couche d’isobutanol est déposée sur le gel afin de favoriser la
polymérisation qui est inhibée en présence d’oxygene. Une fois le gel polymérisé (apres
environ 1 heure), I’isobutanol est enlevé et la surface du gel est rincée a I’eau distillée. Le
surplus d’eau est éliminé a 1’aide d’un papier Whatman. Ensuite le gel concentrateur est
préparé et coulé sur le gel séparateur jusqu’au bord des plaques. Le peigne est glissé
verticalement entre les plaques avant polymérisation afin de former les puits de chargement.
Quand ce gel est polymérisé€ (environ 45 minutes), le peigne, les pinces et le spacer du bas
sont retirés. Le gel est monté dans la cuve, la petite plaque vers le compartiment central. Le
tampon d’électrophorése (running buffer) est ensuite ajouté dans le compartiment central
jusqu’au bord de la petite plaque et dans le compartiment inférieur. A I’aide d’une seringue a
pointe fine, les bulles d’air sont éliminées et les puits sont rincés avec le tampon. Les
échantillons et I’étalon sont chargés dans les puits. La migration se déroule pendant 1h a 35
mA (a travers le gel concentrateur) et pendant environ 3h a 45 mA (a travers le gel
séparateur).

6.4. Transfert

6.4.1. Matériel
Tableau I1.9

6.4.2. Méthode

La membrane et les papiers Whatman sont découpés de la grandeur du gel séparateur.
La membrane doit toujours étre manipulée avec des gants. Pendant 1 minute, la membrane de
PVDF est réhydratée dans du méthanol 100 % puis pendant au minimum 5 minutes la
membrane est équilibrée dans le tampon de transfert (blotting buffer). Ensuite la membrane
est déposée sur le gel. Des papiers Whatman et des éponges sont également disposés selon un
systtme en sandwich (Figure II.1). Ce systtme en sandwich est réalis€¢ dans l'appareil de
transfert. Chaque constituant du sandwich est mouillé avec du tampon de transfert. Entre
chaque couche du sandwich, les bulles d'air sont éliminées car celles-ci pourraient géner le
passage du courant et perturber le transfert. Un courant de 30 mA est appliqué durant toute la

25




Anticorps primaires dirigés Firme et numéro de référence Espéce Dilution
contre :

Bak BD-Pharmingen #556382 souris 1/2000
Bax Upstate #06499 lapin 1/3000
p53 Upstate, 05-224 souris 1/1000
Mcll Santa Cruz, 819 lapin 1/1000
HIF-1a BD Transduction 610959 souris 1/1500
Anticorps primaires (controle Firme et numéro de référence Espéce Dilution
de charge)

a-tubuline Sigma T5168 souris 1/30000
lamine B Santa Cruz 6216 chévre 1/5000
TOM40 SantaCruz 11414 lapin 1/5000
actine Sigma A5441 souris 1/100000
ERKtotal BD-Transduction souris 1/3000
JNKtotal Cell Signaling #9252 lapin 1/3000

Tableau I1.13 : Anticorps primaires utilisés pour le Western Blotting

Nom de ’anticorps

Fournisseur

Dilution effectuée

Anti-Ig de lapin couplé & la HRP Amersham Bioscience, USA 1/300000
Anti-Ig de souris couplé a la HRP Amersham Bioscience, USA 1/300000
Anti-Ig de chévre couplé a la HRP Amersham Bioscience, USA 1/300000

Tableau I1.14 : Anticorps secondaires utilisés pour le Western Blotting

PRI

CATHODE (=)

Eponge
Papier Wathman
Gel

Membrane PVDF
Papier Wathman

Eponge

Figure II.1 : Syst¢éme en sandwich pour le transfert

Aprés avoir été hydratées dans le méthanol 100%, les membranes sont équilibrées dans le tampon de transfert.
Elles sont ensuite mises en présence des gels selon le systéme en sandwich. Ce sandwich est composé de papiers

Whatman, d'éponges, du gel et des membranes humidifiées dans le tampon de transfert.
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nuit ou un courant de 150 mA est appliqué pendant 2 heures pour permettre le transfert des
protéines sur la membrane.

6.5. Blocking et Révélation

6.5.1. Matériel
Tableau I1.10

6.5.2. Méthode

Une fois le transfert terminé, le montage en sandwich est démoulé et la membrane est
récupérée. Celle-ci est ensuite bloquée dans du TBS-T + 2% d’agent bloquant ou 5% de lait
en poudre Gloria suivant la protéine a révéler. Le blocking se fait pendant 2 heures 2
température ambiante sur rouleau afin de bloquer le<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>