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Résumeé

Les parasporines sont des toxines Cry du bacille de Thuringe actives contre des
cellules tumorales. Ce travail montre que la parasporine PS1Aa2 (Cry31Aa2) forme des pores
dans des membranes artificielles, comme de nombreuses toxines Cry. Ceux-ci ont plusieurs
niveaux de conductance dont les plus fréquents étaient de 11, 16 et 21 pS dans une solution de
150 mM KCI. Nos résultats de microspectrofluorométrie avec la sonde Fura-2 montrent que
la présence de la PS1Aa2 peut produire des augmentations du calcium intracellulaire, la
plupart du temps sous la forme d’oscillations calciques et parfois des augmentations
soutenues. Ces réponses ont été observées en présence et en absence de calcium
extracellulaire, dans les lignées tumorales HeLa et HepG2 et dans la lignée non tumorale HEK
293. Bien que quelques ¢tudes aient montré que le calcium semble intervenir dans leur mode
d’action, de telles oscillations calciques n’ont jamais été décrites auparavant pour des toxines
Cry. Les expériences ont di étre faites a des concentrations beaucoup plus élevées de toxine
que prévues sur la base des résultats publiés de cytotoxicité. Malgré la présence des fragments
identifiés auparavant comme actifs, sa faible efficacité semble liée a la présence d’ADN dans
les préparations qui entraine la précipitation de la protéine. Les travaux futurs sur cette toxine

seraient donc grandement facilités par une amélioration de sa méthode de préparation.

Mots-clés: Toxines, Bacillus thuringiensis, protéines Cry, pores, parasporines, calcium

intracellulaire.
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Abstract

Parasporins are Cry toxins from Bacillus thuringiensis that are active against tumor
cells. This work shows that parasporin PS1Aa2 (Cry31Aa2) forms pores in artificial
membranes like many Cry toxins. These pores have several levels of conductance; the most
frequently seen in 150 mM KCI solutions were of 11, 16 and 21 pS. Our
microspectrofluorometric results with the Fura-2 probe showed that the presence of PS1Aa2
can induce changes in intracellular calcium levels, most often in the form of calcium
oscillations and sometimes as sustained increases. Such responses were observed in the
presence and absence of extracellular calcium, with the tumor cell lines HeLa and HepG2, and
with the non-tumorous cell line HEK 293. Calcium oscillations have not been described
previously for Cry toxins even though some studies have shown that calcium appears to be
involved in their mode of action. Our experiments required the use of much higher
concentrations of toxin than suggested from the published cytotoxicity results. Despite the
presence of fragments previously identified as active, its low efficacy appears to be related to
the presence of DNA in the preparations causing the protein to precipitate. Future work on this

toxin would therefore be greatly facilitated by an improvement in its method of preparation.

Keywords: Toxins, Bacillus thuringiensis, Cry proteins, pores, parasporins, intracellular

calcium.



Table des matieres

RESUME. . ..o e e i1
N o111 2T P v
Table des MAtICTES.......uteet ettt et et et et e et et \
Liste des tableauX. .. .ot viii
] TG Lo D X
Liste des abréVIiations. ... o..iet ettt et e e e aaeens xi

REMEICICIMENTS. .« o et e ettt e X1il

CHAPITRE 1 : INTRODUCTION......ccttiiiiitiiiiieiteeetestetteest ettt
1.1. Utilisation de toxines bactériennes comme agents anti-tUmMOrauX.......c...eveevereenreeruenneenne
1.2, BACIIIUS ERUFIIGIONSIS .....cc.veeeeeeeiieeeiee ettt ete et e e eeaaeesseeeaseesnsaeesnnneesnnseesnnns
1.3. Toxines de Bacillus tAUFINGIENSIS ........c..cccuveeeeeereesiieerieeieeeieeseeeseesseesseesseesseessseenseessaens

LR T B 5 0] 1) €11 1SR PSPPI

1.3, 2. ENMAOTOXIMES. . oot e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaeaeaaeaeeeeeeenanaan

1.4. Nomenclature des toxines de Bacillus thuringiensis ..............cccueeeeeeueeseeeieeeseeecreenseneneens
1.5, Structure des tOXINES CIY ...uuiiiuiieriieeiiieeriee et e et e etre e et eesteeesaeeessaeeeaaeeessaeesnsneesnseeennnes
1.5.1. Structure primaire des ProtOXINES ..........coeerueriererrierienieeieetente ettt e e
1.5.2. Structure primaire des tOXINES ACHIVEES. .....ccuervireirueriiniieieeirenie ettt
1.5.3. Structures secoNdaIre €t teItIAITe ......c..eeruerriieriieiie ettt ettt
1.6. Mode d’action des tOXINES CIY ...cuuiiiiuiieriiieeriieeeieeesieeesieeesteeesteeesaeeensseeensseeensseeensseeenns
1.6.1. Récepteurs MEMDBIANAITES .......co.eevirtiriieieniienteete ettt sttt et e
1.6.1.1. AMINOPEPIIAASES ..c..eieiiiiiiiieiieieetert ettt sttt e
1.6.1.2. CadhEIINES. ...couiiiiiiiiieiieee ettt
1.6.1.3. Phosphatases alCaliNes ...........cceeeivieeiiieeiiieeiie ettt e e e
1.6.1.4. Transporteur ABC ........ooo ittt et e et e e e e e e
1.6.1.5. GLYCOIPIACS ...ttt ettt et eabe e
1.6.2. Formation de pores tranSmembIranaires ...........c.eeveervierieerieenieenieeneeeieeseeeneeseneenseens
1.6.2.1. Mise en évidence et propri¢tes deS POTES......cccueeeruveerrrieeriueeerieeenreesineeesreeesaeeens

1.6.2.2. Mécanisme de formation des POTES........cccvieeiuieeriiieeriieeiieeeiee e e ereeeereeesreeens



vi

1.6.2.3. Effets des toxines sur la physiologie cellulaire............cccceeevvieeiiiencieecieeeee e, 20
1.6.3. Toxines Cry anti-tumOTales...........cecouiieiiiieiiieeiiie ettt tee e eaee e ree e e e 22
1.6.3.1. NOMENCIALUTE .......eeuiiiieiiiiecitee ettt 22
L.6.3.2. PSTAQL ..ottt 26

R @ 1) 1577 5§ PRSPPI 28
CHAPITRE 2 : MATERIEL ET METHODES ........ooviiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeseee s sesnans 30
2.1 TOXIMES . .ttt ettt ettt ettt et ettt et e b e et e e bt e e et e e bt e e e bt e bt e e ab e e bt e eabe e seeenbeenbeeeneeenneenn 30
2.2, Culture CEIIULAITE. .....cueruiiiieiiciietee ettt s 31
2.2.1. Observations MICTOSCOPIQUES .....ccvrerureereerrrerireereeeseessreesseessseesseessseesseessseesseesseenseens 32
2.3. Bicouches lipidiques Plan€s..........c.ececviieiuiieeiiiieeiie ettt eree e e e ereeeesee e 32
2.3.1. Dispositif eXperimental............cccviiiiiiiiiiieiiie ettt 32
232, LAPIACS . c.eeieiiieiieeiieeiee ettt et ettt et e bttt e et et e et e e taeeabe e beeenbe e st e enbeebeeenbeentaeennaens 33
2.3.3. PrEtraiteMENt ....ccueeiiiiienieiiieieet ettt ettt sttt ettt ettt ae et ne et 33
2.3.4. Formation de [a memDbBIane ............ccoeoiiiiieiiiiiieiie ettt 34
2.3.5. Incorporation de 12 tOXINE .....c.eeeeuieiriieeeieeeeieeeeiee et et eeree e e e e s e e ereeesareeenseeenens 35
2.3.6. ACQUISIHION € ANALYSES ..e.vvieuiieiiiiiiieiieeieesiie et eeite et eereeteeeteeesbeeseeesseesaeeesseensneensaens 35
2.4, MiCrosSpectrOfTUOTOMELIIC ....ccouvviieiiieeiie ettt e e e e et ee e e e ennae e e 36
2.4.1. Dispositif eXperimental............c.coeeruiriiriiiiriinieiee e 36
2.4.2. MicrospectroflUOTOMELIIE ... ..cviiuiiriiiiiiiiieieeteee e 36
2.5. VIab1lit€ CEIIULAIIE. ...c..eeiiiiiiiiiiiie e 37
B T B 1 (3 B T 0 o TSRS 37
2.5.2. Homodimere-1 d’Ethidiumi..........cocoiiiiiiiiiiiiiiieee e 38
2.6. Analyse des TESUILALS .......cc.eiiiiiiiieiee e e 39
CHAPITRE 3 : RESULTATS ..o 40
3.1. Préparation des ParaSPOTINES.......cc.ueercueeerreeerreeerieeestreeesreeesseeessseeesseeesseessseesssesssssessnnns 40
3.2. Effets morphologiques des tOXINES ........cecueerieeiieriieiiieiie et eeeeiee e eiee e ebeeseeeseesneeens 42
3.3. BicOUChES HPIAIGUES ...ccuvieiiieiiieeiiieiiecie ettt ettt ettt e et esabeebeeenbeeseens 45
3.4, MicCroSPeCtrOfTUOTOMELIIE . .eeeuiiieeiiieeiieeeiieeeiee et etee e e ee e ee et e e et e e s e e e neeesnnaeeenne 52

3.4.1. Rapport de flourescence de 1a SONde..........cccueveeiiieniiieiiieeieeeeee e 52



vii

3.4.2. Réponses calciques a 1a PSTAQZ........cooiii i 53
3.4.2.1. En présence de calcium extracellulaire..........cccoevvveeriiiiiiiie i 54
3.4.2.2. En absence de calcium extracellulaire ..........c.ccooeevenienineniincienicieeee 58

3.4.3. Réponses calciques @ 1a PSTAQL ..o 62

3.4.4. Modulation des réponses CAlCIQUES......ccuurerrurreririieeiieeeiieeereeeereeesreeesereeeseaeeeereeenenas 62

3.5. VIabilit€ CeIIUIAIIE. ... .eeuiiiiiiiii ettt et e 63
3.5. 1. BIeU d@ tIYPan c..ceeeeeiieeceece e et e e e e aa e e ennaeas 63
3.5.2. Homodimere-1 d’éthidium ..........ccceiiiiiiiiiienieeieeeeeeeee e 64

CHAPITRE 4 : DISCUSSION ...ttt ettt et sttt ettt et st e bt e e eaeennes 73

4.1. Formation de CanauX 10MIGUES ......c..eeeevereeiuieeeirieerreeesreeessseeassseesssseessesessssessssesesssessssseennns 73

4.2. Réponses calciques A 18 tOXINE......c.uieevuiieiiiieecieeecee ettt e e et e e s e e e eeeeseeeaes 76

4.3. VIabilite CEIUIAITE. .. .c..eiuiiiiiiiiiieieeeeee ettt s 80

B e ] o ool 3 A PR RR 82

4.5, CONCIUSIONS ...ttt ettt ettt ettt e te e e bt e s ab e et e e saeeenbeessbeenteesnseenseesneas 85

BIBLIOGRAPHIE ..ottt et et 86



viii

Liste des tableaux

Tableau I. Quelques caractéristiques de la toxine type de chacune des classes de
PATASPOTINCS. ..veevvreerieireriteetieeteeseeasteeseesseeesseessseenseessseanseesssessseesseessseenseesnsessseenns 23
Tableau II. Compilation des niveaux principaux de conductance observés au cours de

I’ensemble des expériences faites avec la PSTAQ2 ......cccccoovvveviiieciieeieeeeee 50



X

Liste des figures

Figure 1.

Figure 2.
Figure 3.
Figure 4.
Figure 5.
Figure 6.

Figure 7.
Figure 8.

Figure 9.

Figure 10.

Figure 11.

Figure 12.

Figure 13.

Figure 14.

Figure 15.

Figure 16.

Figure 17.

Micrographie de contraste de phase d’une culture de B. thuringiensis souche

MI5 en cours de SPOTULAtION ......ccuieruieriieiieeie ettt 3
Structure tridimensionnelle élucidée de la toxine activée CrylAa....................... 10
Schéma de la structure de 1a PSTAQ2........oooiiiiiiii e 27
Schéma du montage d’un systéme de bicouche..........cccceevvieeiiieeiiiieeiieeeeeen 34
Analyse sur gel de polyacrylamide d’une préparation de parasporines................. 40

Analyse sur gel de polyacrylamide des préparations de parasporines utilisées
au coUTrS de €& travail.......coouiiiiiiiiiiiiee s 41
Effets de la PS1Aa2 sur la morphologie des cellules tumorales HeLa et HepG2...43
Comparaison des effets de la PS1Aa2 et de la Cytl Aa sur la morphologie
des Cellules HELa. ...ccuiiiiiiiiiiieieeee et 44
Effets de la PS1Aa2 sur la morphologie des cellules non tumorales HEK 293..... 44
Activité canal observée dans deux expériences réalisées avec la PS1Aa2 (1.5
pug/ml) dans une solution symétrique de KCI (150 mM) a +20 mV ...................... 46
Activité canal de la PS1Aa2 (1.5 pg/ml) dans une solution symétrique de
KCT (150 MM). .ttt st s 46
Activité canal de la PS1Aa2 (1.5 pg/ml) dans une solution symétrique de
KCT (450 M)ttt ettt sttt e ae e eneas 47
Activité canal de la PS1Aa2 (3 pg/ml) dans une solution asymétrique de KCl
450/150 mM (cis/trans) @ +80 MV . ....cooiiiiiiiiieeiie e 48
Activité canal de la PS1Aa2 (3 pg/ml) a différents voltages dans une
solution symétrique de KCI (150 mM).. ..ccoovviiiiiiiiiiiiieeeiie e 49
Courbes courant-voltage établies a partir des sauts de courants les plus
fréquents observés au cours de I’expérience illustrée dans la Figure 13
réalisée avec la PS1Aa2 en présence de 150 mM de KCL. .......cooeviiniiiiniiiennn. 50
Comparaison des niveaux de conductance observés avec chacune des
préparations de toxine utilisées pour les expériences de bicouches lipidiques...... 51
Rapport de fluorescence dans des cellules chargées avec la sonde Fura-2 AM

(5 uM) en présence de Ca™ (1.8 MM)....c.ovveivivieeeieeeeeeeeeeeeeee e 52



Figure 18.
Figure 19.
Figure 20.
Figure 21.
Figure 22.
Figure 23.
Figure 24.
Figure 25.
Figure 26.
Figure 27.
Figure 28.

Figure 29.

Figure 30.
Figure 31.

Figure 32.

Figure 33.

Figure 34.

Figure 35.
Figure 36.

Fluorescence moyenne des cellules et leur rapport de fluorescence 350/380

11111 D O OPUROT U PPORUPPOUPPOROPPRRP 53
Réponses calciques des cellules tumorales a la PS1AQ2 .......cccooevvieiieiieiiecne, 54
Réponse calcique a I’ajout de la PS1Aa2 en présence de calcium (1.8 mM)........ 55
Effet de la PS1Aa2 en présence de calcium (1.8 mM) .......cccveeveiiiiciiieniiecieeee, 56

Différentes réponses calciques des cellules HelLa en présence de calcium

Distribution du nombre d’oscillations calciques observées en réponse a

I’ajout de PS1Aa2 dans deux lignées cellulaires en présence ou en absence

dE CAICTUML ..eiiiiiiieciee et e et e et e e e ae e e s abeeeeseeesseeensaeeas 58
Réponses calciques des cellules a 1a PSTAQ2.. ..o 60
Réponses calciques des cellules tumorales a la PS1AQ2 .......cccoeevveiieciieiieene, 61
Réponse calcique des cellules HepG2 ala PSTAal.....ccoccvveiiiiiieiiieiieieciees 62
Effet du lanthane sur I’activité de la PS1Aa2 dans une cellule HepG2................. 63
Effet de la PS1Aa2 sur la viabilité des cellules HepG2 estimée avec le bleu

& ETYPAN. ettt ettt et e e ettt e e b e e e e taeeabeebeeesneennes 64
Fluorescence de l'homodimére d'éthidium en présence de trois lignées

CEITULAIIES ..ueiiieie ettt st s 66
Fluorescence de I'homodimere d'éthidium en présence de cellules HeLa.. ........... 67

Fluorescence de 1'homodimere d'éthidium en présence ou en absence de
cellules HeLa (A) ou HEPG2 (B). coovvveeeiiiieiieeeeeeeeete et 67
Fluorescence mesurée en présence de PSl1Aal, PS1Aa2, CytlAa et
d'homodimeére d'éthidium en absence de cellules.. .........ccoeoieviiiiiniiiiiiie 68
Spectre d’absorbance du tampon carbonate utilisé pour les préparations de
PSTAQL €t PSTAQZ.....ciiee et 69
Observation de suspensions de la PS1Aa2 et PSIAal (20 pg/ml) par
miscroscopie de fluorescence (400 X) en présence d’homodimere d’éthidium
(6 LM), Mais SaNS CEIIULES. .....cccuviiiiie e 70
Observation au microscope (400 X) des toxines dans un hemacytométre............. 71

Effet du suc intestinal sur le contenu en ADN d’une préparation de PS1Aa2....... 72



Liste des abréviations

ADN
AMPc
ARN
DMEM
DMSO
DTT
EDTA
EGTA
HEPES
MEM
PBS
PMSF
SDS
Tris

Vip

acide désoxyribonucléique

adénosine monophosphate cyclique

acide ribonucléique

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

diméthyl sulfoxide

dithiothréitol

¢thyléne diamine tétraacétate

¢thyléne glycol-bis (2-aminoethyléther)-N,N,N',N'- tétraacétate
acide 4- (2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulphonique
Modified Eagle Medium

phosphate-buffered saline

fluorure de phénylméthylsulfonyle

dodécylsulfate de sodium

[ Tris(hydroxyméthyl)aminométhane]-HCl

Vegetative insecticidal protein



xii

A ma famille :

Car vous avez toujours gardé espoir.



xiil

Remerciements

Je suis trés reconnaissant envers le professeur Jean-Louis Schwartz pour m’avoir
donné I’opportunité de faire cette maitrise en m’accueillant dans son laboratoire avec
mon expérience clinique plutdt que de laboratoire, et pour m’avoir permis de travailler
dans ce projet innovateur d’un sujet remarquable. Je le remercie aussi de son

encouragement et sa direction dans la recherche méme pendant son année sabbatique.

\

Je tiens a remercier Jean-Charles Coté, du centre de recherche en horticulture
d’Agriculture et Agroalimentaire Canada, de St-Jean-sur-Richelieu, pour sa
collaboration dans ce projet, Audrey Claing pour son orientation au début des
expériences du projet, Vincent Vachon pour pour m’avoir aidé a réfléchir sur les sujets
concernant cette recherche, pour m’avoir appuyé¢ dans la quéte de solutions aux
problémes dans les expériences et pour ses observations visant une meilleure utilisation

de la langue frangaise.

Je remercie Dong Xu, du centre de recherche de St-Jean-sur-Richelieu, pour son travail
et son dévouement a produire la toxine PS1Aa2, Julie Verner pour ses explications
avisées et ses encouragements, Michel Brunette pour son soutien technique au
GEPROM, Marc Juteau pour m’avoir initi¢ a la technique de bicouches lipidiques,
Léna Potvin pour ses observations afin d’améliorer les techniques de laboratoire, et
mes collegues Maxime Huot, Valbona Karabrahimi et James-Christopher Bernard pour

leur appui au laboratoire.

Finalement je remercie la facult¢ de médecine et le GEPROM pour la bourse

d’étudiant.



CHAPITRE 1 : INTRODUCTION

1.1. Utilisation de toxines bactériennes comme agents anti-

tumoraux

Il y a plus d’un siecle, le célebre médecin Paul Ehrlich, prix Nobel de médecine, émit
I’idée d’utiliser des toxines pour détruire des cellules tumorales tout en préservant les tissus
sains (Fitzgerald, 1996). Les toxines sont de puissants agents cytotoxiques; une seule molécule
de la chaine A de la toxine diphtérique dans le cytosol est 1étale pour la cellule (Yamaizumi et
al., 1978). Dans la recherche de traitements pour le cancer, des toxines protéiques telles que
l'exotoxine de Pseudomonas, la toxine diphtérique et la ricine ont été utilisées pour la mise au
point de toxines recombinantes ciblant spécifiquement des cellules malignes (FitzGerald et
Pastan, 1989; Fitzgerald, 1996). Aujourd’hui, un certain nombre de ces constructions font
I’objet d’études animales et cliniques pour le traitements de leucémies et de tumeurs solides
(L1 et Hall, 2010; Feld et al., 2013; Sapra et Shor, 2013). Les toxines anti-tumorales qui ont
¢té utilisées avec le plus de succés comportent plusieurs domaines. Généralement, il y a un
domaine de reconnaissance cellulaire qui concentre la toxine a la surface de la cellule cible; un
domaine de translocation, qui permet a la toxine de traverser une membrane pour atteindre le
cytosol; et un domaine létal, qui inactive certains processus cellulaires vitaux et tue la cellule

(Pastan et al., 2007).

Parce que les toxines sont tres meurtrieres pour les cellules sensibles, elles doivent étre
ciblées sur les cellules cancéreuses. Ce processus est accompli en modifiant I’interaction des
toxines avec leurs récepteurs, en conjuguant celles-ci a des protéines telles que des anticorps

monoclonaux, des cytokines ou des facteurs de croissance. Ces protéines conjuguées vont se



fixer sur des antigénes spécifiques qui sont surexprimés sur la surface des cellules
cancéreuses. Contrairement aux agents chimiothérapeutiques classiques, dont I’activité anti-
cancéreuse dépend surtout d’une sensibilité accrue des cellules en division, ces toxines
hybrides ciblent spécifiquement les cellules cancéreuses, qu’elles soient au repos ou en

division (Thrush et al., 1996).

Certaines endotoxines de Bacillus thuringiensis, appelées parasporines (Ohba et al.,
2009), sont spécifiquement létales pour une variété de cellules tumorales. Elles ont I’avantage
de pouvoir étre ciblées sur des cellules cancéreuses sans qu’il ne soit nécessaire de les
modifier. En plus de posséder une efficacit¢ semblable a celle de nombreuses autres toxines
bactériennes, ces protéines sont naturellement capables de discriminer entre les cellules
tumorales et les cellules normales (Mizuki et al., 1999). Le présent travail vise a comprendre

le mécanisme d’action d’une de ces parasporines, la PS1Aa2 (Jung et al., 2007).

1.2. Bacillus thuringiensis

Le bacille de Thuringe, B. thuringiensis, est bien connu pour ses propriétés insecticides
attribuées a sa capacité de produire des toxines formeuses des pores (Hofte et Whiteley, 1989;
Schnepf et al., 1998; de Maagd et al., 2003; Vachon et al., 2012). 11 a été isolé pour la
premicere fois par Ishiwata au Japon en 1901 comme agent de la maladie de sotto du ver a soie,
Bombyx mori (Entwistle, 1993). Néanmoins, il se retrouve communément dans de nombreuses
niches écologiques telles que le sol, la surface des plantes, la poussiere des produits stockés, et
les insectes (Meadows et al., 1992; Chaufaux et al., 1997; Schnepf et al., 1998; Jara et al.,

2006).



Figure 1. Micrographie de contraste de phase d’une culture de B. thuringiensis souche M15 en
cours de sporulation. On peut y distinguer, dans chaque cellule, les cristaux parasporaux qui
apparaissent comme des petites taches grises a proximité des spores plus brillantes.
(Photographie fournie par le Dr. Dong Xu, Agriculture et Agroalimentaire Canada, St-Jean-

sur-Richelieu).

Le nom de B. thuringiensis provient de la Thuringe, une région du centre de
I’Allemagne ou cette bactérie a été redécouverte dans des cadavres de larves de la pyrale de la
farine (Ephestia kuehniella) par Berliner en 1915 (Entwistle, 1993). B. thuringiensis est une
bactérie aérobie a Gram positif qui forme des spores lorsque les conditions environnementales
lui sont défavorables (Figure 1). Il se distingue de la plupart des autres membres du genre
Bacillus par la synthése de corps d’inclusion parasporaux lors de la sporulation (Rogoff et
Yousten, 1969; Bulla et al., 1980). Ces inclusions ont un aspect cristallin et sont donc souvent
appelées ‘cristaux parasporaux’’. Contrairement a ce qu’on observe chez Bacillus sphaericus
(Yousten et Davidson, 1982), qui produit aussi des corps d’inclusion, la spore de B.
thuringiensis ne déforme pas la cellule qui conserve sa forme de batonnet jusqu’a ce que se

produise la lyse de la cellule végétative apres que la spore se sera complétement formée.

Bacillus thuringiensis fait partie du ‘‘groupe de Bacillus cereus’’. On y trouve aussi

Bacillus cereus et Bacillus anthracis (Vilas-Boas et al., 2007). Ces trois organismes différent



principalement par leurs plasmides (Helgason et al., 2000). Chez B. thuringiensis, les
plasmides portent les génes permettant la synthése des corps d’inclusion parasporaux
comprenant la plupart de ses toxines insecticides. Certains plasmides de B. thuringiensis
peuvent étre échangés entre deux souches lors de la croissance en culture mixte (Gonzalez et
al., 1982). Si ces plasmides sont perdus, B. thuringiensis ne peut plus étre distingué de B.

cereus (Battisti et al., 1985; Kolsta et al., 2009).

Contrairement aux autres membres du genre Bacillus, dont plusieurs sont nuisibles a
'étre humain, B. thuringiensis est un agent fiable pour le contrdle microbien des insectes
ravageurs d'importance agricole (Sanchis et Bourguet, 2008; Sauka et Benintende, 2008;
Sanahuja, 2011). Traditionnellement, celui-ci est utilis¢ comme insecticide pulvérisé, mais
depuis pres de deux décennies, les plantes transgéniques qui expriment directement ses toxines
insecticides sont cultivées a trés grande échelle (Sanchis et Bourguet, 2008; Sauka et
Benintende, 2008; Sanahuja, 2011). Ces toxines ne sont pas seulement des outils importants
pour l'agriculture biologique, mais ont également apporté d'importantes contributions a la lutte
contre les vecteurs de maladies transmises par des insectes (Lacey et Undeen, 1986; Hougard
et Back, 1992; Thiéry et al., 1996; Federici et al., 2010 ) sans les effets nocifs des insecticides

de synthése (Rahman, 2013).

1.3. Toxines de Bacillus thuringiensis

Le bacille de Thuringe est surtout connu pour les toxines insecticides qui composent
ses corps d’inclusion, mais il produit aussi plusieurs autres toxines avant la sporulation

(Schnepf et al., 1998).



1.3.1. Exotoxines

Les produits toxiques secrétés par les bactéries sont appelés exotoxines. Au cours de la
croissance végétative, B. thuringiensis produit des facteurs qui contribuent a sa capacité
d’infecter certains insectes. Parmi ceux-ci on trouve un groupe de protéines appelées toxines
Vip (Vegetative insecticidal proteins) étant donné leur toxicité envers de nombreux insectes.
La mieux connue de ces toxines est la Vip3Aal, qui est exprimée a partir du milieu de la
phase logarithmique de croissance et possede une forte activité contre certains Iépidopteres

(Estruch et al., 1996; Yu et al., 1997).

La bactérie produit aussi une variété de facteurs de toxicité qui comprennent différents
types d'enzymes hydrolytiques, de protéines cytotoxiques, et d'autres métabolites secondaires
(Lereclus et al., 2000). L’un de ces facteurs est la B-exotoxine, ou thuringiensine, une toxine
thermostable qui est active non seulement contre les insectes mais aussi contre les autres étres
vivants. C’est un analogue de 1’adénosine et un inhibiteur puissant de I’ARN polymérase (de
Barjac et Lecadet, 1976). Etant donné sa toxicité pour les mammiféres, 1’Organisation
mondiale de la Santé a recommandé que les produits commerciaux de B. thuringiensis soient
exempts de P-exotoxine (Bond ef al, 1969; Kim et Huang, 1970). Parmi ses facteurs de
virulence, cette bactérie produit aussi des protéases, principalement du type métalloprotéase

(Andrews et al., 1985; Li et Yousten, 1975).

1.3.2. Endotoxines
Les endotoxines sont des substances qui ne sont pas sécrétées, de sorte qu'elles peuvent
étre trouvées au sein de la cellule plutot que dans le milieu environnant. Celles qui sont

produites par B. thuringiensis sont appelées o-endotoxines et se retrouvent dans les corps



d’inclusion parasporaux. Ceux-ci ont une structure d’apparence cristalline d’environ 1 pm qui
résulte de ’assemblage de protoxines de 70 a 135 kDa. La forme de ces cristaux varie selon

les 8-endotoxines qui les composent (Hofte et Whiteley, 1989; Knowles, 1994).

Les d-endotoxines comprennent deux classes de protéines : les protéines Cyt et les
protéines Cry. Les protéines Cyt ont une activité hémolytique in vitro en plus d’étre toxiques
pour plusieurs insectes de I’ordre des diptéres. Par contre, les protéines Cry n’ont pas
d’activité hémolytique, mais comprennent des protéines spécifiquement toxiques pour une
variété d’organismes dont les mieux étudiées sont celles agissant sur les insectes (Hofte et
Whiteley, 1989; Schnepf et al., 1998) et sur les nématodes (Marroquin ef al., 2000). Les
protéines Cyt et Cry différent structurellement les unes des autres, mais les protéines Cyt
interagissent de maniere synergique avec certaines protéines Cry pour potentialiser leurs effets
contre plusieurs especes de moustiques et de mouches noires, vecteurs de maladies parasitaires

(Butko, 2003; Federici et al., 2010; Wirth et al., 2010).

1.4. Nomenclature des toxines de B. thuringiensis

La premicre classification des toxines du bacille de Thuringe était fondée sur
I’homologie de séquence de leurs structures primaires (Hofte et Whiteley, 1989), mais elle
prenait également en compte les insectes que chaque protéine ciblait principalement dans les
ordres des 1épidopteres (papillons diurnes et nocturnes), des diptéres (mouches et moustiques)
ou des coléopteres (scarabées et charancgons). Plus tard, le nombre de protéines isolées ayant
augmenté rapidement et leurs cibles connues s’étant grandement diversifiées, ce systéme s’est

vite avéré trop complexe. Alors, on a créé une nouvelle nomenclature dans laquelle les toxines



sont classées uniquement selon le degré d’identité de la séquence de leurs acides aminés

(Crickmore et al., 1998).

Dans cette classification, les toxines sont regroupées en classes, identifiées par un
chiffre; en sous-classes, identifiées par une lettre majuscule; et en sous-sous-classes,
identifiées par une lettre minuscule. Un nouveau chiffre est utilis¢ quand la toxine posseéde
moins de 45% d’identité de séquence avec les autres toxines connues, une nouvelle lettre
majuscule est utilisée entre 45 et 75% d’identité, et une nouvelle lettre minuscule est utilisée
entre 75 et 95% d’identité (Crickmore et al., 1998). 1l y avait, au moment de la derni¢re mise a
jour, le 11 avril 2013, 726 toxines Cry réparties dans 72 classes, 38 toxines Cyt appartenant a
trois classes, et 108 toxines Vip comprises dans quatre classes selon le répertoire présenté dans
la. page web de  nomenclature des  toxines de @ B. thuringiensis

(http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil _Crickmore/Bt/).

1.5. Structure des toxines Cry
1.5.1. Structure primaire des protoxines

Les protéines Cry s’accumulent dans les cristaux parasporaux sous forme de protoxines
(Schnepf et al., 1998). Ces protéines sont reliées entre elles par un réseau de ponts disulfure
(Bietlot et al., 1990). La structure primaire des protoxines peut se diviser en deux segments.
Un segment (du coté N-terminal) correspond a la portion toxique, et 1’autre (du coté C-
terminal) contribue a la formation du cristal et a sa stabilité structurale (Hofte et Whiteley,
1989; Schnepf et al., 1998). 1l a aussi été démontré que I’ADN contribue a la formation du

cristal. Celui-ci semble en effet étre essentiel au maintien de la conformation nécessaire pour



la formation des cristaux et la génération de toxines actives (Bietlot ef al., 1993; Clairmont et
al., 1998). Les o-endotoxines de B. thuringiensis forment des complexes avec ’ADN méme

lorsqu’elles sont exprimées chez Escherichia coli (Chaturvedi et al., 2000).

Les cristaux de toutes les sous-espéces du bacille de Thuringe sont insolubles dans les
milieux aqueux a pH neutre, et les ponts disulfure qui relient les molécules de protoxines sont
responsables de cette insolubilité (Nickerson, 1980; Bietlot et al., 1990). C’est pourquoi les
cristaux ne deviennent solubles qu’une fois ingérés par I’insecte et exposés aux conditions
réductrices de leur intestin moyen. Les liaisons disulfure des protoxines de B. thuringiensis
sont atypiques en ce sens qu’elles sont déstabilisées a pH ¢élevé (9.5 a 11.5) caractéristique de
I’intestin moyen des larves de Iépidopteres et de diptéres (Dow, 1984; Du ef al., 1994). La
solubilisation des cristaux est donc également facilitée chez ces insectes par leur milieu

intestinal alcalin (Du et al., 1994).

1.5.2. Structure primaire des toxines activées

Une fois solubilisées, les protoxines sont transformées en protéines actives par des
protéases qui se trouvent dans l’intestin des organismes cibles. Les protéases coupent les
protoxines a des sites spécifiques; elles enleévent généralement un petit segment de quelques
dizaines d’acides aminés a I’extrémité N-terminale et un segment plus ou moins long, selon la
taille de la protoxine, a I’extrémité C-terminale (Schnepf et al., 1998). Par exemple, dans le
cas de la protoxine de B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-73 (CrylAcl), dont I’activation a
¢té ¢tudiée de facon particulierement détaillée, sept clivages spécifiques se produisent dans
une séquence ordonnée a partir de l'extrémité C-terminale de la protoxine et allant vers la

région N-terminale. A chaque étape, des fragments d'environ 10 kDa sont produits et



rapidement digérés en petits peptides. Cette protéolyse séquentielle d’une protoxine d’environ
130 kDa donne finalement une toxine activée de 67 kDa qui est résistante aux protéases
(Choma et al., 1990). Dans certains cas, la spécificité de la toxine peut dépendre des protéases
utilisées pour son activation. Par exemple, la CrylAb7 de B. thuringiensis var. aizawai 1C1
activée in vitro avec du suc intestinal du moustique Aedes aegypti s’est avérée toxique pour
une variété de lignées cellulaires provenant de différentes especes de diptéres, mais pour
seulement une des lignées testées provenant d’especes de 1épidopteéres. Par contre, la méme
toxine activée avec de la trypsine ou du suc intestinal du Iépidoptere Pieris brassicae s’est
montrée toxique pour toutes les cellules provenant de Iépidoptéres, mais pour aucune des

lignées provenant de dipteres (Haider et al., 1986; Haider et Ellar, 1987).

La plupart des toxines Cry sont caractérisées dans leur forme activée par la présence de
cingq blocs d’acides aminés hautement conservés (Hofte et Whiteley, 1989). Ces blocs sont
séparés par des régions variables. Dans la plupart des toxines Cry dont la protoxine se
compose de plus de 1000 résidus, trois blocs conservés supplémentaires se retrouvent dans la

partie C-terminale qui sera éliminée pendant ’activation (Schnepf et al., 1998).

1.5.3. Structures secondaire et tertiaire

La structure atomique de plusieurs toxines Cry a ¢été élucidée : Cryl Aa (Grochulski et
al., 1995), CrylAc (Li et al., 2001), Cry2Aa (Morse et al., 2001), Cry3Aa (Li et al, 1991),
Cry3Bb (Galitsky et al., 2001), Cry4Aa (Boonsern et al., 2006), Cry4Ba (Boonsern et al.,
2005), Cry5B (Hui et al., 2012), Cry8Eal (Guo et al., 2009) et Cry46Aal (Akiba et al., 2009).
A TPexception de cette derniére, toutes ces toxines ont une structure tridimensionnelle

remarquablement semblable comportant trois domaines distincts (Figure 2).
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Figure 2. Structure atomique tridimensionnelle élucidée de la toxine activée CrylAa. Vue
latérale (A) et de dessus (B), résolue a 2.25 A par diffraction des rayons X (d’aprés Grochulski
et al., 1995).

La présence, mentionnée plus haut, de blocs conservés d’acides aminés dans la
structure primaire de ces toxines est généralement considérée comme un facteur qui contribue
grandement au fait que ces protéines se replient de facon semblable. Le domaine I est formé
par un groupe d’hélices a dans lequel six hélices amphipathiques entourent une hélice centrale
hydrophobe. La plupart des hélices ont plus de 30 A et seraient donc capables de traverser une
membrane hydrophobe, en accord avec la conclusion généralement admise que ce domaine est
responsable de la formation de pores (Li, 1996; Schnepf et al., 1998; Schwartz et Laprade,
2000). Le domaine II est composé de trois feuillets B antiparall¢les et de deux courtes hélices
o. Sa séquence varie plus que celle des deux autres domaines. Il est principalement
responsable de la spécificité de la toxine et de sa fixation aux récepteurs des membranes
cellulaires cibles (Pigott et Ellar, 2007). Le domaine III est compos¢ de deux feuillets f3
antiparalleles disposés en sandwich . Il participe aussi a la spécificité et a la fixation de la

toxine, en plus de contribuer a sa stabilité (Schnepf et al., 1998).
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Bien qu’elle soit aussi constituée de trois domaines, Cry46Aal, une parasporine, se
distingue de toutes les autres toxines Cry dont on connait la structure atomique par le fait
qu’elle est presque exclusivement composée de feuillets B (Akiba et al., 2009). En fait, sa
structure ressemble a celle d’une autre protéine de B. thuringiensis retrouvée dans des cristaux
parasporaux, mais qui n’est pas incluse dans la classification des toxines Cry parce qu’on n’a
pas encore identifi¢ d’organisme vivant pour qui elle serait toxique (Akiba et al., 2006). Ces
deux protéines ont une structure trés analogue a celle de toxines formeuses de pores bien
connues, ’aérolysine de Aeromonas hydrophyla et la toxine € de Clostridium perfringens
(Cole et al., 2004). Par ailleurs, la structure des toxines Cry, établie jusqu’a présent, différe de
celle des toxines Cyt. Les seules toxines de cette famille dont la structure atomique est
présentement connue, Cytl Aa (Cohen ef al., 2011), Cyt2Aa (Li et al., 1996) et Cyt2Ba (Cohen
et al., 2008), ont toutes les trois une structure semblable constituée d’un seul domaine
comprenant un feuillet B situé¢ entre deux paires d’hélices a, chaque paire formant une

structure en épingle a cheveux.

1.6. Mode d’action des toxines Cry

1.6.1. Récepteurs membranaires

Une fois solubilisées et activées, les toxines Cry interagissent avec des récepteurs
spécifiques sur la surface externe de la membrane plasmique a bordure en brosse des cellules
épithéliales de 1’intestin moyen des insectes cibles (Hofmann et Liithy, 1986; Hofmann et al.,
1988a, b; Van Rie ef al., 1989, 1990). La fixation au récepteur est un processus comportant

deux étapes, la premiere réversible (Hofmann ef al., 1988a) et la suivante irréversible (Liang
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et al., 1995; Rajamohan et al., 1995). On considére généralement que la fixation irréversible
correspond a I’insertion de la toxine dans la membrane (Chen et al., 1995; Liang et al., 1995;
Rajamohan et al., 1995; lhara et Himeno, 2008), bien qu’elle puisse aussi résulter d’une
interaction étroite et particuliérement stable entre la toxine et le récepteur (Masson et al.,

1995).

De nombreuses protéines jouant le role de récepteur des toxines Cry dans la membrane
a bordure en brosse de I’intestin des insectes ont été identifiées (Pigott et Ellar, 2007; Goémez
et al., 2007; Likitvivatanavong et al., 2011). Dans ce groupe, celles qui ont ét¢ le mieux
¢tudiées comprennent des aminopeptidases, des cadhérines, des phosphatases alcalines et, plus

récemment, un transporteur de type ABC (Gahan et al., 2010).

1.6.1.1. Aminopeptidases

Les aminopeptidases sont des enzymes ancrées dans la membrane par un groupement
glycosyl-phosphatidylinositol. Plusieurs aminopeptidases appartenant a cinq classes
différentes ont été décrites comme récepteurs de toxines Cry (Sangadala ef al., 1994; Herrero
et al., 2005; Pigott et Ellar, 2007). Elles ont une taille comprise entre 90 et 170 kDa et sont
préférentiellement localisées dans des microdomaines membranaires appelés radeaux
lipidiques (Brown et London, 1998; Schroeder ef al., 1998). Cette localisation des récepteurs
semble faciliter I’intoxication de la cellule en concentrant la toxine dans des régions
spécifiques de la membrane (Zhuang ef al., 2002) comme il a ét¢ démontré auparavant pour

d’autres toxines bactériennes (Abrami et van der Goot, 1999; Fivaz et al., 2000).

L’incorporation dans des membranes artificielles d’une de ces aminopeptidases,

partiellement purifiée a partir de I’intestin de Manduca sexta (Sangadala et al., 1994), a permis
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de mettre en évidence une augmentation marquée de la perméabilité de liposomes pour le
%Rb, en présence de toxine (Sangadala ef al., 1994), et la formation de canaux ioniques dans
des membranes lipidiques planes a des concentrations de toxine considérablement plus faibles
que dans des membranes ne contenant pas de récepteurs (Schwartz et al., 1997b). De plus,
I’expression chez la drosophile, un diptére normalement insensible a la CrylAc, d’une
aminopeptidase servant de récepteur pour cette toxine chez M. sexta, a rendu ’insecte hote
sensible a la toxine (Gill et Ellar, 2002). D’autre part, I’inhibition de I’expression du récepteur
de type aminopeptidase de Helicoverpa armigera rend cet insecte résistant a la CrylAc

(Sivakumar et al., 2007).

1.6.1.2. Cadhérines

Les cadhérines sont des glycoprotéines transmembranaires qui jouent un role important
dans 1’adhérence des cellules et le maintien de la structure des tissus animaux (Shapiro et al.,
1995). Des cadhérines de l'intestin moyen des 1épidopteres sont des déterminants majeurs de la
spécificité des toxines CrylA. Alors que ces toxines se fixent sur les récepteurs de type
cadhérine avec une affinité de I'ordre du nanomolaire, elles ne se fixent aux récepteurs de type
aminopeptidase ou phosphatase alcaline qu’avec une affinit¢ de 1’ordre d’environ 100 nM

(Pigott et Ellar, 2007).

De nombreuses études ont montré que, comme dans le cas des aminopeptidases,
I’expression d’un récepteur de toxine Cry de type cadhérine dans une cellule étrangére peut
rendre la cellule hote sensible a la toxine (Nagamatsu et al., 1998, 1999; Dorsch et al., 2002;
Tsuda et al., 2003; Hua et al., 2004a, b; Flannagan et al., 2005; Aimanova et al., 2006; Jurat-

Fuentes et Adang, 2006; Zhang et al., 2005).
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1.6.1.3. Phosphatases alcalines

La phosphatase alcaline est une autre enzyme ancrée dans la membrane par un
groupement glycosyl-phosphatidylinositol. Son implication dans le mode d’action des toxines
Cry a été mise en évidence par la découverte d’une corrélation entre la résistance a la CrylAc
et un niveau réduit de phosphatase alcaline dans la souche YDH2 de Heliothis virescens
(Jurat-Fuentes et Adang, 2004) et plusieurs autres especes de lépidoptéres (Jurat-Fuentes et
al., 2011). Par ailleurs, I'isoforme ALP1 de la phosphatase alcaline a été identifiée, en plus
d’une aminopeptidase (Chen et al., 2009b) et d’une cadhérine (Chen et al., 2009a), comme
¢tant un récepteur de la Cryl1Aa chez A. aegypti (Fernandez et al., 2009). L’interaction de
cette protéine avec la toxine fait intervenir deux régions capables de fixer respectivement les
domaines II et III de la toxine (Fernandez et al., 2009). Plus récemment, il a ét¢ montré que

cette méme protéine pouvait aussi servir de récepteur pour la Cry4B (Jiménez et al., 2012).

1.6.1.4. Transporteur ABC

La découverte de I'implication d’un membre des transporteurs de type ABC, une
famille de protéines membranaires qui effectuent la translocation de petites molécules au
travers des membranes biologiques en utilisant 1’énergie libérée par 1’hydrolyse de I’ATP,
vient de 1’étude de certaines souches de H. virescens résistantes a la CrylAc (Gahan et al.,
2010). Malgré cette résistance, due a une mutation dans le géne codant pour un récepteur de
type cadhérine, des vésicules de membrane a bordure en brosse isolées de I’intestin de ces
insectes résistants ont conservé la capacité de fixer la toxine. Dans le but de résoudre cette
énigme, des insectes ayant acquis une résistance supplémentaire et perdu la capacité de fixer la

toxine sur leur membrane intestinale ont d’abord été sélectionnés. Par la suite, les auteurs ont
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pu démontrer, avec une analyse génétique détaillée, que cette nouvelle résistance était due
spécifiquement a une mutation dans le géne codant pour le transporteur ABCC2 (Gahan et al.,

2010; Heckel, 2012).

1.6.1.5. Glycolipides

En plus des protéines membranaires mentionnées plus haut, certains glycolipides
semblent jouer un role important dans la fixation des toxines Cry, au moins chez le nématode
Caenorhabditis elegans (Griffitts et al., 2005). Plusieurs mutants résistants a la Cry5Ba ont été
isolés (Griffitts et al., 2001), et on a pu montrer que leur résistance a la toxine s’expliquait par
I’inactivation de I'un ou I’autre de deux genes codant pour certaines glycosyltransférases, des
enzymes qui participent a la biosynthese de la partie glucidique des glycolipides membranaires

(Griffitts et al., 2003).

1.6.2. Formation de pores transmembranaires

On considére généralement que les toxines Cry agissent en formant des pores dans la
membrane apicale a bordure en brosse des cellules de I’intestin moyen des insectes sensibles
(Knowles et Ellar, 1987; Schnepf et al., 1998; Vachon ef al., 2012). Ces pores augmentent la
perméabilit¢é de la membrane et déstabilisent les mécanismes de régulation ionique et
osmotique. Les cellules gonflent et éventuellement lysent. Ceci perturbe les fonctions
intestinales et conduit a la mort de 1’insecte par arrét de I’alimentation ou par septicémie (Gill

et al., 1992; Knowles, 1994).
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1.6.2.1. Mise en évidence et propriétés des pores

La formation des pores par une variété de toxines Cry a été étudiée avec plusieurs
approches expérimentales (Schwartz et Laprade, 2000; Vachon ef al., 2004) comprenant, entre
autres, des mesures de potentiel membranaire (Peyronnet et al., 1997) ou de courants
transépithéliaux (Chen et al., 1993; Liebig et al., 1995) dans des intestins isolés d’insecte, des
¢tudes de patch-clamp sur des cellules d’insecte en culture (Schwartz et al, 1991) ou des
intestins isolés d’insecte (Peyronnet et al., 2004), des études de gonflement osmotique de
cellules sensibles (Knowles et Ellar, 1987; Villalon et al., 1998) ou de vésicules de membrane
a bordure en brosse intestinales (Carroll et Ellar, 1993 ; Coux et al., 2001; Kirouac et al.,
2006), et des mesures de perméabilisation membranaire utilisant différentes sondes
fluorescentes dans des cellules (Schwartz et al., 1991; Vachon et al., 1995; Guihard et al.,
2000), des vésicules membranaires (Kirouac et al., 2003) ou des liposomes (Butko et al.,
1994; Masson et al., 2004). La formation des pores a également été démontrée indirectement
en mesurant ’effet inhibiteur des toxines Cry sur le transport d’acides aminés dans des
vésicules de membrane a bordure en brosse de I’intestin d’insecte (Sacchi et al., 1986;
Wolfersberger et al., 1991). En effet, puisque ce transport, réalisé par des co-transporteurs
membranaires, dépend de la présence d’un gradient de cations monovalents, son inhibition par
une toxine est indicative de 1’abolition de ce gradient résultant de la perméabilisation de la

membrane par les pores formés par la toxine.

Finalement, plusieurs études ont mis en évidence la formation, par des toxines Cry, de
canaux ioniques dans des membranes artificielles planes (Slatin et al., 1990; Schwartz et al.,
1993; English et al., 1994; Grochulski et al., 1995; Masson et al., 2004; Puntheeranurak et al.,

2004; Vachon et al., 2012). Dans ces expériences, la formation de canaux individuels est
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détectée par I’apparition de sauts de courant transmembranaire qui sont aisément mis en
¢vidence. La plupart des travaux utilisant cette approche ont été réalisés avec des membranes
planes ne contenant pas de récepteurs des toxines. Bien que I’incorporation, dans la membrane
plane, de récepteurs purifiés (Schwartz et al., 1997b) ou de fragments de la membrane a
bordure en brosse provenant d’un insecte sensible a la toxine (Lorence et al., 1995; Peyronnet
et al., 2001) augmente grandement I’efficacité avec laquelle les pores sont formés, ces
expériences sont plus délicates a réaliser et, surtout, requierent une bonne source des

récepteurs que 1’on voudrait reconstituer.

L’ensemble de ces techniques, complémentaires les unes aux autres, a permis d’établir
que les pores formés par les toxines Cry facilitent la diffusion transmembranaire d’une grande
variété de solutés comprenant un grand nombre d’ions inorganiques, d’hydrates de carbone et
d’acides aminés (Carroll et Ellar, 1993; Kirouac ef al., 2002). Dans les bicouches lipidiques,
plusieurs niveaux de conductance sont habituellement observés en présence de toxines Cry.
Une ¢étude détaillée des effets de solutés non chargés de différentes tailles sur la conductance
mesurée en présence de CrylC a cependant permis d’établir que cette toxine, insérée dans la
membrane, forme des agglomérats comportant un nombre variable de canaux similaires dont
le rayon se situe entre 1.0 et 1.3 nm et qui s’ouvrent de fagon synchronisée, plutdt que des
canaux de plusieurs tailles différentes (Peyronnet et al., 2002). Ces valeurs sont d’ailleurs en
accord avec les estimés, publiés auparavant (Carroll et Ellar, 1997), de la taille des pores

formés par la Cryl Ac dans des vésicules de membrane a bordure en brosse de M. sexta.

Des expériences réalisées avec des bicouches lipidiques planes, montrant un
déplacement des courbes courant-voltage en présence d’un gradient transmembranaire de sel,

ont mis en lumiere le fait que les pores formés par les toxines Cry sont généralement sélectifs
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pour les cations (Slatin et al, 1990; Schwartz et al, 1993; Grochulski et al, 1995;
Puntheeranurak et al., 2004). Cette conclusion a été confirmée avec des expériences réalisées
avec des vésicules de membrane a bordure en brosse provenant de I’intestin de M. sexta et
comparant les vitesses de gonflement osmotique des vésicules, induit par la toxine, en
présence d’une variété de solutés chargés (Kirouac et al., 2002). Dans quelques études de
bicouches lipidiques, la perméabilité membranaire a I’anion était plus grande que celle du
cation. Il faut cependant tenir compte du fait que ces expériences ont été réalisées avec du
chlorure de choline (Schwartz et al., 1993) ou du chlorure de N-méthyl-D-glucamine
(Peyronnet et al., 2001), c’est-a-dire dans des conditions ou le cation était considérablement

plus gros que I’anion.

1.6.2.2. Mécanisme de formation des pores

Le mécanisme par lequel la toxine s’insére dans la membrane et forme des pores n’est
pas encore bien compris (Vachon et al., 2012). Plusieurs auteurs ont suggéré, depuis
longtemps, que ces pores avaient une structure oligomérique (Hodgmann et Ellar, 1990; Gazit
et Shai, 1995; Schwartz et al., 1997a). L’architecture des pores ainsi que le nombre de sous-
unités de toxine nécessaire a la formation d’un pore ne sont cependant pas encore établis
précisément, bien qu’une étude de microscopie a force atomique (Vié et al., 2001) et une étude
de fluorescence de molécules uniques (single-molecule fluorescence) (Groulx et al., 2011)
aient fortement suggéré que les pores sont formés par des tétrameres. Il n’est cependant pas
clair si I’oligomérisation de la toxine se produit avant ou aprés son insertion dans la
membrane. A 1’appui de la possibilité que les toxines Cry puissent s'insérer dans la membrane

sous forme de monomeres, et donc avant de s’oligomériser, des mutants de la Cryl Ab et de la
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CrylAc ont été décrits qui sont incapables de former des oligoméres ou de perméabiliser des
vésicules de la membrane a bordure en brosse de l'intestin moyen de M. sexta tout en ayant
conservé leur pleine capacité a se fixer de fagon irréversible sur de telles vésicules (Cooper et
al., 1998; Tigue et al., 2001). La possibilité que la toxine s’insére dans la membrane sous
forme de monomeres est également appuyée par les données de fluorescence de molécules
uniques mentionnées plus haut (Groulx et al., 2011). Par contre, I’analyse de I’effet de la
CrylC sur la cinétique d’efflux du potassium de cellules d’insectes avait suggéré que la
structure oligomérique pourrait, au contraire, s’assembler a la surface de la membrane avant

de s’y insérer (Guihard et al., 2000).

Cette possibilit¢ est d’ailleurs celle qui est défendue depuis plusieurs années par
I’équipe de Bravo et Soberon (Bravo ef al., 2004; Jiménez-Juarez et al., 2008). Ces auteurs ont
mis de I’avant un modele plutdt €laboré décrivant les étapes possibles du mécanisme de
formation des pores par les toxines Cry (Bravo et al., 2007; Bravo et Soberon, 2008; Pardo-
Lopez et al., 2013). Selon ce modele, les toxines Cry interagissent de facon séquentielle avec
différents récepteurs. Dans une premicre étape, la toxine se fixerait sur I’aminopeptidase ou la
phosphatase alcaline, ce qui permettrait de concentrer la toxine sur la surface membranaire. La
toxine serait ensuite transférée a la cadhérine, ou se produirait une étape supplémentaire de
protéolyse qui entrainerait I’hydrolyse de I’hélice al, située a 1’extrémité N-terminale de la
toxine activée. L’¢limination de cette hélice permettrait a la toxine de s’oligomériser pour
former un pré-pore. Celui-ci retournerait alors sur I’aminopeptidase ou la phosphatase
alcaline, ce qui faciliterait grandement son insertion dans la membrane. Une fois formés, les

pores augmentent considérablement la perméabilit¢é de la membrane, ce qui entraine la
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détérioration progressive ou la lyse de la cellule et finalement la mort de ’insecte (Bravo et

al., 2007; Bravo et Soberén, 2008; Pardo-Lopez et al., 2013).

Bien que ce modgele ait pris beaucoup d’importance dans la littérature scientifique, il a
fait récemment ’objet d’une analyse critique détaillée (Vachon ef al., 2012). 1l en ressort que,
bien qu’elles fournissent des hypothéses intéressantes, chacune des étapes de ce modele est
encore loin d’avoir été démontrée sur des bases expérimentales fermes. Il serait donc plus
prudent de présenter ce modele, non pas comme une description bien établie du mode d’action
des toxines Cry, mais comme un outil de travail permettant d’en explorer plus a fond les

détails, quitte a le reformuler a la lumiére de nouveaux résultats.

1.6.2.3. Effets des toxines sur la physiologie cellulaire

Les pores formés par les toxines entrainent un déséquilibre dans I’homéostasie de la
cellule. L’abolition des gradients ioniques transmembranaires va perturber les fonctions de
transport qui en dépendent, y compris le maintien du potentiel membranaire, et la
concentration cytosolique de nombreuses substances s’en trouvera modifiée. Par exemple, il a
été établi que la CrylC entraine une augmentation rapide et soutenue de la concentration
intracellulaire de Ca™" dans les cellules Sf9 (Schwartz et al., 1991). L’efficacité de cette toxine
est sensiblement stimulée par le Ca"" extracellulaire d'une maniére dose-dépendante, et cet
effet est lié a une concentration accrue de Ca' intracellulaire (Monette et al., 1997). Par
ailleurs, des expériences des bicouches lipidiques planes ont démontré que les pores induits
par CrylAc, qui sont perméables aux ions K', permettent également le passage des ions Ca'"

(Potvin et al., 1998). Une ¢lévation soutenue du niveau de calcium dans le cytoplasme est
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toxique et peut occasionner la mort cellulaire par nécrose ou par apoptose (Orrenius et al.,

2003).

Bien que la formation, par les toxines Cry, de pores dans leur membrane cible soit
¢tablie depuis longtemps, une modele récent suggére que ceux-ci ne jouent pas une role
essentiel dans leur mode d’action (Zhang et al., 2005, 2006). Selon ce modele, la fixation de la
toxine sur son récepteur de type cadhérine conduit a la mort cellulaire par un mécanisme
faisant intervenir une voie de signalisation dépendante du magnésium et de la sous-unité o
d’une protéine G. L’activation de celle-ci stimulerait 1’adenylate cyclase, ce qui conduirait a
une augmentation de ’AMPc au sein des cellules et, par conséquent, a I’activation de la
protéine kinase A qui, a son tour, déclencherait une série d’événements conduisant a la lyse
cellulaire (Zhang et al., 2005, 2006). Ce modele a également été sévérement critiqué, et les
bases expérimentales sur lesquelles il est fondé ont été jugées particulierement faibles (Vachon
et al., 2012). 1l reste néanmoins que l'interaction des toxines avec des cellules sensibles, ne
serait-ce que par la formation de pores dans leur membrane plasmique, a sans aucun doute des
conséquences importantes sur le métabolisme cellulaire et sa régulation (Kao et al., 2011).
Plusieurs études ont mis en cause une variété de voies de signalisation intracellulaire dans les
mécanismes de défense cellulaire contre des toxines Cry nématocides (Huffman et al., 2004;
Bischof et al., 2008; Bellier et al., 2009; Chen et al., 2010) et insecticides (Cancino-Rodezno
et al., 2010). Bien que plusieurs voies de signalisation intracellulaires semblent étre activées
par des toxines Cry dans les cellules sensibles, les mécanismes par lesquels ces voies
contribuent a la pathogenese ou protégent contre les effets déléteres des toxines restent

pratiquement inexplorés (Vachon et al., 2012).
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1.6.3. Toxines Cry anti-tumorales

Des efforts considérables ont été consacrés a la recherche de nouvelles souches de B.
thuringiensis produisant des toxines Cry ayant des propriétés inédites (Meadows et al., 1992;
Chaufaux et al., 1997; Schnepf et al.,, 1998; Jara et al., 2006). Bien que ces recherches aient
visé principalement la découverte de souches actives contre des insectes pour lesquelles
aucune toxine efficace n’étaient encore connue, la plupart des isolats se sont avérés non
toxiques pour les especes contre lesquelles ils ont été testés (Ohba et al., 1988; Ohba, 1996 ;
Roh et al., 1996). Ces travaux ont cependant permis de découvrir plusieurs toxines Cry ayant
des propriétés anti-tumorales qu’on a par la suite appelées parasporines (Mizuki et al., 2000;

Ohba et al., 2009).

1.6.3.1. Nomenclature

Le terme parasporine désigne des protéines parasporales produites par B. thuringiensis
qui sont non hémolytiques, mais capables de tuer certaines cellules cancéreuses (Katayama et
al., 2005; Ohba et al., 2009). Ce groupe comprend donc des toxines Cry, mais exclut les
toxines Cyt. En plus d’étre classées selon la nomenclature des toxines Cry, les parasporines
ont leur propre nomenclature qui est régie par un comité spécial de classification et de

nomenclature (http://parasporin.fitc.pref.fukuoka.jp/). La classification des parasporines suit

cependant les mémes régles que celles qui sont décrites plus haut (Section 1.4.) pour les autres
toxines de B. thuringiensis. Présentement, dix-neuf parasporines ont été répertoriées et
réparties dans six classes. Les principales caractéristiques de la premicre parasporine a avoir
¢té décrite pour chaque classe sont présentées dans le Tableau I, ainsi que leurs noms

¢quivalents dans la classification des parasporines et celle des toxines Cry. Les protoxines des
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parasporines, comme celles de toutes les autres protéines Cry, doivent étre solubilisées dans
un milieu alcalin et activées par une protéase pour devenir toxiques. Comme les parasporines
sont utilisées contre des cellules en culture, elles doivent étre activées in vitro, avant les essais
de cytotoxicité. Leur activité peut aussi différer grandement selon 1’enzyme utilisée a cette

étape de leur préparation (Mizuki et al., 2000; Ito et al., 2004; Hayakawa et al., 2007).

Tableau I. Quelques caractéristiques de la toxine type de chacune des classes de parasporines.
Leur activité sur des cellules utilisées dans ce travail (HeLa et HepG2) a été privilégiée dans le

tableau mais elles sont actives sur d’autres lignés cellulaires.

Protéine Poids ;nk;))lgulalre Cytotoxicité Références
Parasporine | Cry No. | Protoxine :;?\1/22 HeLa |HepG2 | Auteurs et date
PS1Aal | Cry31Aal 81 I5+56 | +++ ++ | Mizuki et al., 2000
PS2Aal | Cry46Aal 37 30 - ++++ | Ito et al., 2004
PS3Aal | Cry4lAal 88 64 - ++ | Yamashita ef al., 2005
PS4Aal | Cry45Aal 31 27 - ++ | Okumura et al., 2005
PS5Aal | Cry64Aal 75 ? ? ? Ekino et Shin 2009!
PS6Aal | Cry63Aal 84 12+59 | ++ +++ | Nagamatsu et al., 2010

- Tres faible/non toxique ; + faible ; ++ modérée ; +++ haute ; ++++ tres €levée

1 . rpr e . , . .
référence citée dans la page web de parasporines, résultats non disponibles.

1.6.3.1.1. Parasporines-1

Bien que cette famille compte présentement onze membres, dont la PS1Aa2 (Jung et
al., 2007) qui fait I’objet du présent mémoire, leur mode d’action a pour le moment surtout été
¢tudi¢ pour la PS1Aal (Katayama et al., 2005, 2007). La forme activée de cette toxine est
constituée d’un complexe de ses fragments de 15 et 56 kDa, produits par la trypsine, qui
demeurent fortement associés 1'un a Dautre au cours des étapes subséquentes de

chromatographie (Katayama et al., 2005). Le traitement de cellules HeLa (cellules cancéreuses
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du col de l'utérus), une lignée particulicrement sensible a la PS1Aal, avec ce complexe
entraine une augmentation rapide de la concentration intracellulaire de Ca’  libre, une
diminution du niveau de synthése des protéines et de 'ADN, et I’activation de la caspase-3,
une enzyme qui joue un rdle central dans le mécanisme de 1’apoptose (Katayama et al., 2007).
Selon les auteurs de ces expériences, la toxine agirait sans produire de pores dans la membrane

plasmique des cellules (Katayama et al., 2007).

1.6.3.1.2. Parasporines-2

Seulement trois membres de la famille des parasporines-2 ont été décrits jusqu’a
présent. La plupart des études se limitent a évaluer la toxicité de ces toxines et a décrire les
changements morphologiques qu’elles induisent dans plusieurs lignées de cellules cancéreuses
(Kim et al., 2000; Namba et al., 2003; Hayakawa et al., 2007). Une étude plus poussée a
cependant démontré que la PS2Aal (Cry46Aal) entraine la lyse des cellules HepG2
(hépatocytes cancéreux), mise en évidence par des mesures d’influx d’iodure de propidium et
de fuite de lactate déshydrogénase (Kitada et al., 2006). Cependant, cette toxine forme des
pores dans des membranes lipidiques artificielles (résultats non publiés, établis au laboratoire
Schwartz). De plus, apres incubation avec les cellules, la PS2Aal se retrouve dans la fraction
membranaire correspondant aux radeaux lipidiques, et son interaction avec la membrane
plasmique semble étre due, comme celle de nombreuses toxines Cry insecticides (Section
1.6.1.), a une fixation spécifique sur une protéine ancrée dans la membrane par un groupement
glycosyl-phosphatidylinositol (Abe ef al., 2008; Kitada et al., 2009). Finalement, la PS2Aal

est la seule parasporine dont on connait la structure tridimensionnelle (Akiba et al., 2009).
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Comme il a été¢ décrit plus haut (Section 1.5.3.), cette structure différe grandement de celle de

toutes les autres toxines Cry pour lesquelles la structure a été établie jusqu’a présent.

1.6.3.1.3. Parasporines-3

Il n’y a présentement que deux membres connus dans la famille des parasporines-3.
Bien que ces protéines aient été testées dans plusieurs lignées cellulaires, elles ne se sont
avérées toxiques que pour les cellules HL60 (leucémie myéloide) et HepG2. Leur mécanisme

d’action n’a cependant pas encore été ¢tudié¢ de facon détaillée (Yamashita et al., 2005).

1.6.3.1.4. Parasporine-4

L’analyse de la séquence de la seule PS4 décrite jusqu’a présent montre que celle-ci se
distingue des autres parasporines, a I’exception des PS2, en ce qu’elle ne possede pas de blocs
conservés d’acides aminés (Saitoh et al., 2006). Elle pourrait donc, comme la PS2Aal, avoir
une structure tridimensionnelle complétement différente de celle des autres toxines Cry dont la
structure tertiaire est connue (Section 1.5.3). La PS4Aal (Cry45Aal) et les membres de la
famille des PS2, ont d’ailleurs en commun une taille, aussi bien pour la protoxine que pour la
toxine activée, beaucoup plus petite que celle des autres parasporines (Tableau I). Des
expériences d’efflux de lactate déshydrogénase ont montré que la PS4Aal entraine la lyse des
cellules Caco-2 sensibles, mais n’a pas d’effet sur les cellules HeLa insensibles (Okumura et

al., 2011).
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1.6.3.1.5. Parasporine-5

Le site web de classification des parasporines ne mentionne qu’une seule PS5

(Cry64Aal). Seule sa séquence est disponible.

1.6.3.1.6. Parasporine-6

Une seule parasporine-6 (Cry63Aal) a été décrite jusqu’a présent. Elle est toxique pour
les cellules cancéreuses Hela, HepG2 et Caco-2 (cancer du cdlon), mais aussi pour les
cellules normales du foie HC, bien que plus faiblement pour ces deux derniéres lignées

(Nagamatsu et al., 2010).

1.6.3.2. PS1Aa2

Ayant surtout été étudiées par des chercheurs japonais, la plupart des souches de B.
thuringiensis qui produisent des parasporines sont d’origine asiatique. Néanmoins, la souche
M15 qui produit la PS1Aa2a (Cry31Aa2) été isolée a partir de cadavres de tétranyques a deux
points (ZTetranychus urticae) dans un verger de pommiers a Frelighsburgh au Québec. Elle

n’est cependant pas toxique pour I’espece d’araignée d’ou elle provient (Jung ef al., 2007).

Par rapport a la PST1Aal, on trouve 25 substitutions dans la séquence de la PS1Aa2, en
plus d’une insertion de 19 acides aminés aux positions 68-86 (Jung ef al., 2007). En absence
de digestion enzymatique, la protoxine n’a pas montré de cytotoxicité. Son analyse par
¢lectrophorese laisse voir deux bandes (86 et 79 kDa) mais celles-ci ont la méme séquence a
I’extrémité N-terminale. Lors de son activation, la trypsine coupe aux positions 97-98, 112-
113, et 250-251, ce qui génére deux polypeptides de masse moléculaire de 70 et 55 kDa. A des

concentrations plus élevées de trypsine, la digestion produit seulement des polypeptides de 55



27

et 15 kDa. Le polypeptide de 15 kDa correspond au fragment situé¢ entre le deuxieme et le

troisiéme site de clivage de la trypsine (Figure 3) (Jung et al., 2007).

Ces deux parasporines-1 sont actives contre les lignées cancéreuses HelLLa, HL60 et
HepG2, bien que la PS1Aa2 soit 150 fois plus toxique pour les cellules HepG2 que la PS1Aal.
Contrairement a la PS1Aal, la PS1Aa2 est toxique pour les cellules leucémiques Jurkat et les
cellules UtSMC dérivées de cellules normales du muscle lisse de 1’utérus. La PS1Aa2 est
¢galement toxique pour les cellules TCS (cancer de 1’utérus), mais la PS1Aal ne semble pas

avoir été testée sur ces cellules (Jung ef al., 2007).

H l Blocl  Bloc2 Bloc 3 Bloc4 Bloc 5
A T S
1 07/08 112/113 2507251 742

113 250

Bloc 1 Bloc 2 Bloc 3 Bloc4 Bloc 5

151 742

Figure 3. Schéma de la structure de la PS1Aa2. (A) Protoxine. (B) Segment des acides aminés
113-250 qui correspond au polypeptide de 15 kDa. (C) Segment des acides aminés 251-742
correspondant au fragment actif de 55 kDa. Fléches: sites de coupure de la protoxine par la
trypsine. La position des blocs d’acides aminés conservés dans de nombreuses toxines Cry et

séparés par des régions variables sont indiqués.
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1.7. Objectifs

L’objectif principal de ce travail était d’étudier le mécanisme par lequel la PS1Aa2 tue
les cellules cancéreuses pour lesquelles elle est toxique (Jung et al., 2007). Au cours de la
derniére vingtaine d’années, la recherche sur le mode d’action des toxines du bacille de
Thuringe, et en particulier celui des toxines Cry, a démontré clairement et & maintes reprises
qu’elles agissent principalement en formant des pores dans la membrane plasmique des
cellules cibles (Gill et al., 1992; Knowles, 1994; Schnepf et al., 1998; Bravo et al., 2007;
Vachon et al., 2012). La conclusion de Katayama et al. (2007) selon laquelle la PS1Aal
tuerait les cellules sensibles sans former de pores dans leur membrane cellulaire peut donc
paraitre surprenante. Dans un premier temps, la capacité de la PS1Aa2 a former des pores a
donc été explorée en utilisant un systéme de bicouches lipidiques planes. Ces expériences ont
montré que la toxine forme effectivement des canaux ioniques comme les autres toxines Cry

¢tudiées auparavant (Schwartz et al., 1993; Peyronnet ef al., 2001).

D’autre part, la PS1Aal induit des changements dans la concentration cytoplasmique
de Ca"" dans les cellules sensibles (Katayama et al., 2007). Bien que des effets semblables
aient ét¢ démontrés pour quelques toxines Cry insecticides (Schwartz et al., 1991; Monette et
al., 1997; Potvin et al., 1998), le mécanisme responsable de ces augmentations dans les
cellules cancéreuses n’a pas encore €té clairement établi. Les effets de la PS1Aa2 sur les
niveaux intracellulaires de Ca™" ont donc été analysés dans les cellules HeLa et HepG2. Ces
expériences ont mis en lumicre I’induction d’oscillations dans les niveaux calciques en
présence de PS1Aa2 contrastant avec les augmentations soutenues observées auparavant avec

la PS1Aal (Katayama et al., 2007).
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Finalement, au cours de cette étude, il est devenu clair que les préparations de toxines
utilisées €taient beaucoup moins toxiques que prévu sur la base des données publiées (Jung et
al., 2007). Cette cytotoxicité modeste s’accompagne d’une faible solubilit¢ qui semble étre
principalement due a une association étroite de la toxine avec de I’ADN mise en évidence

avec une sonde fluorescence spécifique pour cet acide nucléique.



30

CHAPITRE 2 : MATERIEL ET METHODES

2.1. Toxines

Les parasporines PS1Aal et PS1Aa2 ont été¢ préparées au Centre de recherche et
développement en horticulture d’Agriculture et Agroalimentaire Canada a Saint-Jean-sur-
Richelieu selon le protocole décrit par Jung et al. (2007). Les clones de B. thuringiensis
possédant un plasmide qui code pour la protoxine de la souche A1190 (PS1Aal) ou pour celle
de la souche M15 (PS1Aa2) ont été cultivés dans un bouillon composé de 0.5 mM MgCl,,
0.01 mM MnCl,, 0.05 mM FeCls, 0.05 mM ZnCl,, 0.2 mM CaCl,, 13 mM KH,;PO4, 26 mM
K,;HPO4, 20 mg/l glutamine, 1 g/l hydrolysat acide de caséine, 1 g/l hydrolysat enzymatique
de caséine, 0.4 g/l extrait enzymatique de levure et 0.6 g/l glycérol, a 30°C pendant 4 jours,
jusqu’a ce que la plupart des cellules aient sporulé. Les cristaux ont ensuite été purifiés par
centrifugation sur gradient de sucrose et solubilisés dans un tampon carbonate de sodium (50
mM, pH 10.5) additionné de 1 mM d’éthyleéne diamine tétraacétate (EDTA) et de 10 mM de
dithiothréitol (DTT). Apres centrifugation a 2900 x g pendant 20 min pour ¢liminer le matériel
insoluble, le pH du surnageant a ¢ét¢ ajust¢ a 8.0 avec du tampon Tris
[Tris(hydroxyméthyl)aminométhane]-HCI et incubé avec 0.01-0.02 mg de trypsine/mg de
protoxine a 37°C pendant 1 h. La réaction a été arrétée par ajout de 1 mM de fluorure de
phénylméthylsulfonyle (PMSF) et le produit a été analysé par électrophoreése sur gel de
polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de sodium (SDS). La concentration finale de la
forme activée de la toxine (55 kDa) a été estimée en comparant I’intensité de la bande

correspondante avec celle de quantités connues d’albumine sérique de beeuf (BSA). Le spectre



31

d’absorbance de la toxine aux longueurs d’onde de 220 a 350 nm a été mesuré dans un

spectrophotometre NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE).

La toxine CytlAal du bacille de Thuringe nous a été généreusement fournie, dans sa
forme activée, par Marianne P. Carey de la Case Western Reserve University School of

Medicine (Cleveland, OH).

Le suc intestinal de Manduca sexta a été obtenu a partir de larves du cinquiéme stade
(Fortier ef al., 2007). Des intestins moyens ont été disséqués et leur contenu centrifugé a 7500
x g pendant 10 min a 4°C pour enlever le matériel insoluble. Le surnageant a été conservé a -

80°C et utilisé avant deux semaines.

2.2. Culture cellulaire

Les expériences ont été réalisées avec des lignées de cellules humaines non tumorales
provenant du rein embryonnaire (HEK 293) et des cellules cancéreuses du col utérin (HeLa) et
du foie (HepG2) appartenant a la collection de cellules du GEPROM. L’absence de
mycoplasmes a été vérifiée pour chacune d’entre elles. Les cellules ont été cultivées a 37°C
sans CO,, dans des boites de Petri de 35 et de 100 mm ou des plaques de 96 puits, avec du
milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Gibco 12100-046) contenant une
concentration ¢levée (4.5 g/l) de glucose pour les cellules HEK 293, du milieu DMEM (Gibco
31600-034) a faible concentration de glucose (1 g/l) pour les HepG2, et du milieu MEM
(Modified Eagle Medium) (Gibco 61100-061) pour les cellules HeLa. Les trois milieux étaient
tamponnés a pH 73 avec 25 mM d’Hepes [acide 4- (2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulphonique]/NaOH et 6 mM de bicarbonate de sodium. Ils étaient enrichis
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avec 10% (v/v) de sérum feetal de veau (Gibco), 10 000 U de pénicilline et 10 000 pg/L de
streptomycine (Gibco). L’osmolalité des milieux (290 mOsmol/Kg) a été vérifiée avec un

osmometre DigiMatic 3D2 (Advanced Instruments, Needham Heights, MA).

Les cellules ont été repiquées tous les trois ou quatre jours. Les boites de Petri ont été
rincées avec du milieu PBS (Phosphate-buffered saline) (Gibco), pH 7.4, sans Ca" ni Mg
pour les cellules HEK 293 et HeLa, ou avec de la trypsine 0.05% (p/v) (Gibco) pour les
cellules HepG2. Les cellules ont été décollées en les incubant avec de la trypsine (0.05%)
pendant 5 (cellules HEK 293 et HeLa) ou 15 min (cellules HepG2). L’action de la trypsine a
ensuite été arrétée en ajoutant du milieu de culture. La densité d’une suspension homogéne de
cellules a été estimée dans un hémacytometre Bright-Line (Horsham, PA). Les boites de Petri
de 100 mm ont été ensemencées avec environ 1 x 10° cellules/ml (10 ml/boite), celles de 35
mm, avec 1 x 10" cellules/ml (2 ml/boite), et les plaques de 96 puits, avec 2.2 x 107 cellules/ml

(100 pl/puits).

2.2.1. Observations microscopiques

Les cellules ont été observées sous un grossissement de 400 X avec un microscope

Nikon Diaphot 300 et photographiées avec une caméra Nikon Coolpix E995 3.34 mega pixels.

2.3. Bicouches lipidiques planes

2.3.1. Dispositif expérimental

La capacité de la toxine a former des pores dans une bicouche lipidique plane a été
examinée avec la technique de Mueller et al. (1962). Le systéeme de bicouche comporte une

chambre contenant deux solutions aqueuses de KCl (cis et trans) reliées par un orifice de 250
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um de diamétre dans lequel on forme une bicouche lipidique plane. Des électrodes d’Ag-AgCl
sont reliées a chacun des deux compartiments par 1’intermédiaire de ponts d’agar (1 M KCI).
Une différence de potentiel électrique est appliquée de part et d’autre de la membrane avec le
coté trans relié a la terre. Une déflection positive en réponse a un potentiel positif correspond a

un mouvement de charges positives dans les sens cis-trans (Figure 3).

L’ensemble du montage est placé dans une petite cage de Faraday en aluminium et
monté sur une table anti-vibration (Technical Manufacturing Corporation, Peabody, MA).
L’orifice dans la chambre de téflon est observé avec un microscope binoculaire (Nikon) monté
horizontalement devant la chambre. Les courants ioniques transmembranaires sont mesurés a
I’aide d’un amplificateur de patch-clamp Axopatch-1D (Axon Instruments, Foster City, CA)

en configuration de potentiel imposé (Voltage-Clamp).

2.3.2. Lipides

Les lipides utilisés pour former la bicouche lipidique sont constitués d’un mélange de
phosphatidylcholine (70%), de phosphatidyléthanolamine (20%) et de cholestérol (10%)
naturels provenant de chez Avanti Polar Lipids (Birmingham, AL). Les phospholipides sont
dissous dans du n-décane afin d’obtenir une concentration finale de 20 mg/ml et conservés a -

20°C.

2.3.3. Prétraitement

Les chambres de téflon sont nettoyées en les plongeant dans du NaOH (1 M). Avant
chaque utilisation, elles sont rincées a 1’eau, au méthanol et au chloroforme pour éliminer
toute trace de toxine et de lipides. L’orifice dans lequel la bicouche sera peinte est

préalablement trait¢ avec le mélange de phospholipides utilis¢é pour la formation de la
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membrane et soumis a un jet d’azote afin d’évaporer le décane dans le but de former un
anneau lipidique. Ce prétraitement favorise la stabilité et I’étanchéité des membranes qu’on va

peindre par la suite.
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Figure 4. Schéma du montage d’un systeme de bicouches. 1: chambre en téflon (cis),
magnification de 1’orifice avec I’anneau (A) et la bicouche lipidique (B); 2: chambre; 3: ponts
d’agar; 4: petites chambres; 5: électrodes; 6: préamplificateur; 7: cage de Faraday; 8:

oscilloscope; 9: amplificateur; 10: numériseur; 11: ordinateur.

2.3.4. Formation de la membrane

Avant de peindre la membrane, le potentiel de jonction liquide est annulé en appliquant
un potentiel équivalent de polarité contraire. Au cours de I’expérience, ce potentiel ne doit pas
étre réajusté méme si les conditions expérimentales dans 1’une ou ’autre des deux chambres
sont modifiées. La bicouche lipidique est peinte a 1’aide d’une pipette de verre dont

I’extrémité a été arrondie, en la passant sous une flamme, et plongée dans les lipides.
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L’épaisseur de la membrane est vérifiée en appliquant une impulsion triangulaire de courant,

et sa capacitance doit se situer entre 120 et 200 pF.

2.3.5. Incorporation de la toxine
Les expériences sont réalisées a température ambiante (20-25°C). Aprés avoir observé
la stabilit¢ de la membrane pendant 15 minutes, on ajoute la toxine du c6té cis a une

concentration finale de 1 a 10 pg/ml.

2.3.6. Acquisition et analyses

Au moment de I’activité canal en réponse aux différents voltages imposés, le courant
transmembranaire est mesuré pendant 1-2 minutes sous la forme d’un potentiel électrique, les
données sont filtrées de fagon analogique avec le filtre intégré de type Bessel (80 dB/décade)
de I’Axopatch-1D a 2 kHz afin de satisfaire au critere de Nyquist (la fréquence
d’échantillonnage doit étre 2.2 fois supérieure a la fréquence maximale du signal). Elles sont
numérisées a 1’aide d’un convertisseur Digidata 1440A (Molecular Devices, Union City, CA)
et I’échantillonnage est fait a 5 kHz puis, elles sont conservées dans la mémoire de
I’ordinateur. Les analyses sont faites sur ’ordinateur a 1’aide du logiciel Clampfit version
10.2.0.12 (Molecular Devices). Au moment de 1’analyse, les données sont filtrées de facon
numérique (filtre gaussien). Les mesures de courant sont faites de facon manuelle avec les
curseurs du logiciel; des histogrammes de distribution de fréquence sont utilisés aussi pour la
mesure de ’amplitude (automatique) des événements nombreux et rapides. Le temps et les
probabilités sont calculés d’apres les mesures obtenues a partir de modeles de simulation des

événements.
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2.4. Microspectrofluorométrie

2.4.1. Dispositif expérimental

La concentration intracellulaire de Ca™" a été estimée en utilisant la sonde fluorescente
Fura-2 (Molecular Probes, Eugene, OR) et un microscope inversé¢ Olympus IMT-2 couplé a un
spectrofluorimétre PTI (Photon Technology International, Birmingham, NJ) équipé d’une
lampe a Xénon et d’un objectif Nikon 40 X Neofluor. Les longueurs d'onde d'excitation ont
été fixées a 350 et 380 nm, avec échantillonnage chaque seconde, et les fentes a 1.25 mm. Un
miroir dichroique (Nikon 400 DM) a été placé dans la voie d'excitation. L'émission a été
suivie a 505 nm avec un filtre passe-bande S00FSI0 (Andover Corporation, Salem, NH). Le
détecteur fonctionne en mode compteur de photons. Les données ont été acquises et analysées
sur I’ordinateur a 1’aide du logiciel FeliX version 1.2 (Photon Technologies).

Au cours de ce travail, I’appareil utilisé¢ pour les mesures de microspectro-fluorométrie
a été modifié : la lampe a été remplacée, le trajet optique a été réaligné, et un nouveau logiciel
(FelixGx version 4.2.2.5265) a été installé. Cette mise a jour a entrainé des modifications dans
les niveaux de base et dans I’amplitude des variations de fluorescence en réponse aux
traitements expérimentaux. Comme la plupart des expériences présentées dans ce mémoire ont
¢té réalisées avant ces changements, leurs effets ne portent que sur quelques figures,

identifi¢es dans leurs Iégendes.

2.4.2. Technique

Des cellules HeLa, HepG2 ou HEK 293 ont été cultivées sur des lamelles de
microscope de 25 mm de diametre dans des boites de Petri de 35 mm pendant 1 a 2 jours. Les

lamelles ont été placées sur le microscope dans une chambre de perfusion et rincées avec la
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solution Earles modifiée (135 mM NaCl, 5.4 mM KCI, 1.8 mM CaCl,, 5.5 mM glucose et 10
mM Hepes/Tris, pH 7.4). Dans certaines expériences, le calcium de cette solution a été
remplacé par 10 mM d’EGTA (éthyléne glycol-bis (2-aminoethyléther)-N,N,N',N'-
tétraacétate), un chélateur du calcium. Le montage permet de changer rapidement la solution
du bain au cours de 1’expérience tout en évitant de déplacer les cellules sur la surface de la
lamelle. Une premicre lecture (60 secondes) a été réalisée avant le chargement pour mesurer
I’autofluorescence. Les cellules ont ensuite été chargées avec 5 puM du dérive
acétoxyméthylester du Fura-2 (Fura-2 AM) dans la solution Earles modifiée pendant 30-45
min a température ambiante. Contrairement a la forme acide du Fura-2, le Fura-2 AM peut
diffuser au travers des membranes biologiques. Selon les expériences, la solution de
chargement pouvait contenir ou non 1.8 mM de calcium. La chambre a ensuite été rincée et
incubée pendant 15-20 min pour permettre aux estérases cytosoliques de compléter
I’hydrolyse du Fura-2 AM, avant le début des expériences. Celles-ci ont été réalisées en
sélectionnant la fluorescence émise par une cellule isolée ou un petit groupe de 8 cellules ou

moins.

2.5. Viabilité cellulaire

2.5.1. Bleu de trypan

Les effets de la toxine sur la viabilité des cellules ont été observés avec le bleu de
trypan (Sigma). Aprés avoir été rincées avec du PBS (pH 7.4), sans Ca’ ni Mg' ", les cellules
ont ¢t¢ décollées en les incubant avec de la trypsine (0.05%) comme dans le passage de

cellules. Les suspensions ont été traitées en ajoutant 10 pl d’une solution a 0.4% (p/v) de bleu



38

de trypan par 100 pl, et les cellules intactes (blanches) et endommagées (bleues) ont alors été

comptées dans un hémacytometre.

2.5.2. Homodimeére-1 d’éthidium

La viabilité des cellules a été évaluée avec I’homodimere-1 d’éthidium (Molecular
Probes, Eugene, OR, Lot No. 2531-4), une molécule dont la fluorescence est grandement
accrue lorsqu’elle s’intercale dans la double hélice de I’ADN des cellules endommagées. Les
expériences ont ¢été réalisées dans une solution Earles modifiée et filtrée avec des membranes
Millipore dont les pores avaient un diametre de 0.2 um. Pour chaque expérience, une solution
de travail est préparée en diluant la solution mére d’homodimére d’éthidium (12 mM dans le
diméthyl sulfoxide (DMSQO)) par un facteur 1000 dans la solution Earles modifiée. Juste avant
de mesurer la fluorescence d’un puits, on ajoute 100 ul de la solution de travail a la culture

cellulaire (100 pl), pour obtenir une concentration finale de réactif de 6 uM.

La fluorescence a ét¢ mesurée a 24°C dans un lecteur de plaques Infinite F200pro de
Tecan (Durham, NC) équipé de filtres en mode de lecture par le bas. Les lectures ont été faites
aux longueurs d’onde d’excitation de 540 nm et d’émission de 598 nm. Les expériences ont
¢té réalisées avec des plaques en plastique transparent de 96 puits a fonds plats (Sarstedt) et
avec couvercle. Les puits utilisés pour la lecture étaient séparés les uns des autres par des puits
vides, et les puits situés sur le bord de la plaque n’ont pas été utilisés. Quatre lectures ont été
faites avec un faisceau de forme circulaire a 750 nm du bord de chaque puits. Les données ont
été acquises et analysées avec le logiciel Tecan i-control version 1.9.17.0.

Les cellules incubées avec I’homodimeére d’éthidium, dans les conditions décrites plus

haut, ont également été examinées avec un microscope Nikon Diaphot 300 équipé d’une
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lampe a Xénon (Nikon), avec une cassette a filtre G-2A comportant un filtre d’excitation (510-
560 nm), un miroir dichroique (580 nm) et un filtre barriere (590 nm), et d’un obturateur

Lambda 10 (Sutter Instruments, Novato, CA).

2.6. Analyse des résultats

Les expériences réalisées avec de la toxine et présentées dans ce mémoire ont été
répétées au moins trois fois. Le nombre d’expériences réalisées pour chaque condition
expérimentale est indiqué dans la légende des figures. Dans le cas ou des valeurs moyennes
sont présentées, elles sont accompagnées de 1’écart-type et du nombre d’expériences a partir

desquelles celles-ci ont été calculées.
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CHAPITRE 3 : RESULTATS

3.1. Préparation des parasporines

Les toxines utilisées pour ces expériences proviennent de cristaux concentrés et
solubilisés. Les gels d’¢électrophorese de la PS1Aa2 montrent la protoxine (86 kDa) et d’autres
polypeptides qui peuvent étre le résultat d’une digestion partielle de la protoxine par des
métalloprotéases provenant de la bactérie (PS1Aa2 colonnes 2 et 4 de la Figure 5). Les
¢chantillons de toxine activée avec la trypsine montrent une protéine de 55 kDa, identifi¢e
auparavant, avec un polypeptides de 15 kDa, comme le fragment actif (Katayama et al., 2005,
2007; Jung et al., 2007), et plusieurs protéines mineures (PS1Aal colonnes 3 et 5 de la Figure
5). La proportion de la protéine de 55 kDa par rapport aux autres protéines varie quelque peu

parmi les différentes préparations de toxine utilisées (Figure 6).

Figure 5. Analyse sur gel de polyacrylamide de préparations de parasporines. Le gel de
séparation contenait 10% d’acrylamide. 1: Marqueurs de poids moléculaire; 2 : Protoxine
PS1Aa2; 3 : PS1Aa2 activée; 4 : Protoxine PS1Aal; 5: PS1Aal activée. Gel représentatif
d’une de six préparations de PS1Aa2 et de la seule préparation de PS1Aal.
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Figure 6. Analyse sur gel de polyacrylamide des préparations de PS1Aa2 utilisées au cours de
ce travail. Le gel de séparation contenait 10% d’acrylamide. 1: Marqueurs de poids

moléculaire; 2 : Protoxine PS1Aa2; 3 : PS1Aa2 activée.
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3.2. Effets morphologiques des toxines

La capacité des toxines a endommager des cellules sensibles a d’abord été¢ examinée
avec des cellules HeLa et HepG2 incubées avec ou sans 10 pg/ml de PS1Aa2, une
concentration beaucoup plus élevée que celles qui se sont avérées capables de tuer la plupart
des cellules de ces deux lignées (Jung et al., 2007). Contrairement aux cellules non traitées,
qui ont conservé leur apparence normale et une morphologie typique pendant plusieurs heures,
les cellules traitées sont devenues progressivement plus rondes et moins bien étalées (Figure
7). Les changements morphologiques sont plus évidents pour les cellules HeLa, étant donné
leur forme trés allongée, mais sont clairement apparents pour les deux lignées cellulaires. Des
essais supplémentaires ont donc été réalisés avec les cellules HelLa en utilisant la toxine
Cytl Aa du bacille de Thuringe comme témoin positif. La sensibilité des cellules HeLa a cette
toxine a déja été démontrée (Katayama et al., 2005). En accord avec ce résultat, les cellules
HeLa exposées a 10 pg/ml de Cytl Aa ont perdu progressivement leur morphologie a peu prés
aussi rapidement que celles qui étaient incubées avec la méme concentration de PS1Aa2
(Figure 8). D’autre part, la PS1Aa2 a également été testée sur des cellules HEK 293, une
lignée non tumorale. Malgré la concentration de toxine 10 fois plus élevée que dans les autres
expériences, les cellules ont conservé leur morphologie et méme augmenté leur nombre

pendant les 24 h de I’expérience (Figure 9).



43

Sans toxine PS1Aa2 10 pg/ml Sans toxine PS1Aa2 10 ng/ml

AT s b

Oh Oh

2h

4h

8h

Cellules HeLa Cellules HepG2

Figure 7. Effets de la PS1Aa2 sur la morphologie des cellules tumorales HelLa et HepG2. Les
puits ont été ensemencés avec environ 2.2 x 10* cellules/ml, 24 h avant le début de
I’expérience. Pour chaque condition, les observations ont été réalisées au microscope optique
(400 X) sur le méme champ, aux temps indiqués. Des observations microscopiques semblables

a celles qui sont montrées dans la figure ont été réalisées a six reprises.
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Figure 8. Comparaison des effets de la PS1Aa2 et de la CytlAa sur la morphologie des
cellules HeLa. Les conditions expérimentales non spécifiées dans la figure sont semblables a
celles qui sont décrites dans la légende de la Figure 7. Les résultats montrés dans la figure sont

représentatifs de trois expériences semblables.

Sans toxine

PS1Aa2 100 pg/ml

24 h

Figure 9. Effets de la PS1Aa2 sur la morphologie des cellules non tumorales HEK 293. Les
conditions expérimentales sont semblables a celles qui sont décrites dans la 1égende de la

Figure 7. Résultats représentatifs de trois expériences semblables.
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3.3. Bicouches lipidiques

Etant donné que la PS1Aa2 montre un effet cytotoxique sur les cellules HeLa et
HepG2 (Figures 7 et 8), sa capacité a former des canaux ioniques a été étudiée dans un

montage de bicouches lipidiques.

En général, la toxine a effectivement produit ’activité typique de canaux ioniques.
Afin de mieux observer les événements, les traces ont été filtrées a différentes fréquences (15-
500 Hz); certaines ont été filtrées pour enlever le bruit qui pourrait cacher des événements;
d’autres ont été filtrées a des fréquences plus élevées pour éviter la perte d’information lorsque

les sauts de courant étaient trés rapides.

L’activité se présente sous la forme de sauts de courant. Certaines expériences
comportent de longues périodes d’inactivité avec des ouvertures uniques et d’autres présentent
plusieurs ouvertures de courte ou de longue durées (Figure 10). Il y a aussi des expériences

avec des rafales d’ouvertures et de fermetures rapides (Figure 11).

Des sauts de courant de différentes amplitudes ont été régulierement enregistrés pour
un méme voltage au cours d’'une méme expérience (Figures 10-12). La présence de plusieurs
niveaux de conductance a été observée avec chacune des préparations de toxine et dans
plusieurs conditions expérimentales : en présence de 150 (Figure 11) ou 450 (Figure 12) mM
de KCI de chaque c6té de la membrane et en présence de KCl a 450 mM du c6té cis et 150

mM du coté trans (Figure 13).
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Figure 10. Activité canal observée dans deux expériences réalisées avec la PS1Aa2 (1.5
pg/ml) dans une solution symétrique de KCI1 (150 mM) a +20 mV (traces filtrées a 15 Hz). F

indique 1’¢état fermé de tous les canaux.

1.0pA

1.0pA

Figure 11. Activité canal de la PS1Aa2 (1.5 pg/ml) dans une solution symétrique de KCI (150
mM). La trace enregistrée a -60 mV a été filtrée a 400 Hz et celle qui a été mesurée a 80 mV a

été filtrée a 80 Hz. F indique 1’état fermé de tous les canaux.
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L’amplitude de certains grands sauts de courant correspond a un multiple simple de
celle de sauts plus petits. Par exemple, la Figure 11 montre un premier saut (*) dont le niveau
équivaut a la moitié de celui du suivant (**), ce qui pourrait suggérer que ce dernier résulte de
I’ouverture simultanée de deux canaux de méme taille. Par contre, la méme figure montre des
sauts beaucoup plus petits correspondant a des fermetures, ce qui pourrait suggérer qu’un

canal puisse se présenter dans plusieurs sous-états de conductance.

Figure 12. Activité canal de la PS1Aa2 (1.5 ng/ml) dans une solution symétrique de KCl (450
mM) (trace filtrée a 40 Hz.). L’agrandissement sous la trace du haut montre un grand saut
correspondant a une conductance de 180 pS qui s’accompagne de fermetures de plus petite
amplitude correspondantes a de conductances de 26 et 40 pS. F indique 1’état fermé de tous les

canaux.
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Figure 13. Activité canal de la PS1Aa2 (3 pg/ml) dans une solution asymétrique de KCI
450/150 mM (cis/trans) a +80 mV. La trace filtrée a 80 Hz permet de voir mieux ’activité de

petits canaux. F indique I’état fermé de tous les canaux.

Afin d’analyser les propriétés électriques des canaux formés par la PS1Aa2, les
courants ont été mesurés sur une gamme de voltages appliqués (Figure 14). Ceci a permis de
tracer des courbes courant-voltage pour les niveaux de courant les plus fréquents qui ont pu
étre identifiés aisément dans les traces enregistrées a tous les voltages utilisés au cours d’une
expérience (Figure 14). Les graphiques courant-voltage des canaux formés dans les bicouches
lipidiques planes donnent des courbes linéaires dont la pente correspond a leur conductance.
Ces canaux obé¢issent donc a la loi d’Ohm puisque leur conductance ne montre pas de
rectification (Figure 15). C’est ainsi que les sauts les plus fréquemment observés dans
I’expérience illustrée dans la Figure 14 ont montré des conductances proches de 16 et 20 pS.
Un grand nombre d’expériences semblables a celle-ci ont été réalisées et les résultats sont

résumés dans le Tableau II. Chaque niveau de conductance recensé dans ce tableau a été
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observé a plusieurs voltages au cours d’une expérience donnée. La plupart de ces niveaux sont
apparus dans plus d’une expérience conduite en présence de 150 mM ou de 450 mM de KCI.
De plus, plusieurs niveaux de conductance ont été observés avec chacune des préparations de
toxine utilisées au cours de cette ¢tude et les conductances les plus fréquentes, d’environ 11,

16 et 21 pS, ont ét¢ détectées avec la plupart des préparations (Figure 16).

50s

-80 mV

—

-
1

Figure 14. Activité canal de la PS1Aa2 (3 pug/ml) a différents voltages dans une solution
symétrique de KCl1 (150 mM); les traces ont été filtrées a 25 Hz.
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Figure 15. Courbes courant-voltage établies a partir des sauts de courants les plus fréquents
observés au cours de 1’expérience illustrée dans la Figure 13 réalisée avec la PS1Aa2 en

présence de 150 mM de KCl.

Tableau II. Compilation des niveaux principaux de conductance observés au cours de

I’ensemble des expériences faites avec la PS1Aa2.

150 mM KCl 450 mM KCl
G = SD (pS) N G = SD (pS) N
11+12 10 10+2.4 6
16+1.7 9 20+ 1.7 3
21+ 1.3 11 32+3.7 4
28+ 1.6 5 40+2.1 2
44+ 1.1 2 138 1
50 1
63+ 0.1 2
79 1
106 1

G, conductance moyenne ; SD, écart-type; N, nombre d’expériences au cours desquelles un

niveau de conductance a été observé.
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Un total de 25 expériences a ¢été réalisé en présence de 150 mM de KCI et 8
expériences en présence de 450 mM de KCl de chaque c6té de la membrane. Les
conductances ont été obtenues a partir de courbes courant-voltage comme celles présentées
dans la Figure 15. Plusieurs expériences, utilisant I’une ou I’autre de cinq préparations de

PS1Aa2, ont montré plus d’une conductance.

120

100 —

80 —

Conductance (pS)

11-02-15 11-09-26 12-02-09 12-05-16  12-08-29
®) (&) 6) ) 2

Expériences par préparation de PS1Aa2

Figure 16. Comparaison des niveaux de conductance observés avec chacune des préparations
de toxine utilisées pour les expériences de bicouches lipidiques. Les chiffres en abscisse
correspondent aux dates de réception des différentes préparations de toxine et les chiffres entre
parenthéses, au nombre total d’expériences réalisées avec chacune des préparations. Le chiffre
au-dessus de chaque barre représente le nombre d’expériences au cours desquelles le niveau
correspondant de conductance a été observé. Les expériences ont toutes été réalisées en

présence de 150 mM de KCI de chaque c6té de la membrane.
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3.4. Microspectrofluorométrie

3.4.1. Rapport de fluorescence de la sonde

Le rapport de fluorescence du Fura-2 a ét¢ mesuré dans les cellules HeLa et HepG2
(Figure 17). Les valeurs maximale et minimale ont été estimées avec et sans Ca' en présence
d’ionomycine (Figure 17). Suite a I’ajout d’ionomycine pour perméabiliser la membrane
spécifiquement aux ions Ca'", le rapport augmente rapidement a presque 5, et redescend un peu
au-dessous de 1 apres ringage du bain avec une solution ne contenant pas de ce cation; ce niveau

étant un peu plus faible que celui observé au début de I’expérience.
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Figure 17. Rapport de fluorescence dans des cellules chargées avec la sonde Fura-2 AM (5 uM)
en présence de Ca”" (1.8 mM). A. Cellule HeLa. B. Cellule HepG2. Fléche I : ionomycine (5
uM) plus Ca™" (1.8 mM); Fléche i : ionomycine (5 uM) sans Ca'", pH 9.0.

En général, au début des expériences, le niveau de fluorescence était semblable dans les
cellules HepG2 et HelLa (Figure 18A). Le rapport de fluorescence (350/380 nm) est légérement

supérieur a 1 pour les cellules HepG2 et légerement inférieur a 1 pour les cellules HeLa (Figure
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18B). Un rapport semblable de fluorescence est observé pour les cellules chargées en présence
ou en absence de calcium dans le milieu, ce qui indique que les cellules ont une bonne capacité a

réguler leur contenu cytosolique de calcium (Figure 18B).

Fluorescence des cellules Rapport de fluorescence des
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Figure 18. Fluorescence moyenne des cellules et leur rapport de fluorescence 350/380 nm. Les
cellules ont été chargées avec le Fura-2 AM, en présence ou en absence de calcium (1.8 mM)
dans le bain. A. Fluorescence mesurée apres ringage du bain et incubation des cellules pendant
15 min. B. Rapport de fluorescence pour les mémes cellules. Les valeurs portées en graphique
correspondent aux moyennes et aux écarts-types. Les chiffres entre parentheses représentent le

nombre d’expériences réalisées dans chaque condition.

3.4.2. Réponses calciques a la PS1Aa2

Quelques expériences réalisées avec la PS1Aa2 a 0.8 et 1.6 pg/ml et des cellules HeLa et
HepG2 ont montré de 1égeres réponses calciques, mais seulement a la dose la plus élevée (Figure
19). Malgré ce résultat positif, la réponse semble faible étant donné que ces concentrations
correspondent a 2.6 et 5.3 fois la LCsg (dose suffisante pour tuer 50% des cellules) publi¢e pour
les cellules HeLa, et 40 et 80 fois la LCsy publiée pour les cellules HepG2 (Jung et al., 2007). Par

la suite, la plupart des expériences a donc ¢€té réalisée avec une concentration élevée de toxine
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(habituellement 10 pg/ml) correspondant a 33.3 fois la LCsg des cellules HeLa et 500 fois la LCs

des cellules HepG2. A cette concentration, 1’effet de la toxine s’est avéré plus prononcé et

généralement plus facile a détecter (Figure 20).
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Figure 19. Réponses calciques a la PS1Aa2 A. Cellules HeLa; B. Cellules HepG2. Le bain a été

. , . . ++ .
rincé avec la solution Earles contenant les substances suivantes : Ca : calcium 1.8 mM; 1:

PS1Aa2 0.8 ug/ml; 2 : PS1Aa2 1.6 pg/ml.

3.4.2.1. En présence de calcium extracellulaire

r J4 . . ++ . . . I3
En général, les variations du Ca " intracellulaire, enregistrées comme des changements du

rapport de fluorescence 350/380 nm, résultent plutét de diminutions de la fluorescence a 380 nm

que d’augmentations de la fluorescence a 350 nm (Figure 20A, C et E). Ceci s’explique

facilement par le fait qu’a 350 nm, les mesures sont faites a une longueur d’onde proche du point

isobestique (360 nm) ou la fluorescence émise est indépendante de la concentration de Ca™". Ni

le tampon utilisé pour solubiliser la toxine, ni le ringage du bain avec la solution contenant du

calcium, n’ont produit de réponses calciques.
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Figure 20. Réponse calcique a ’ajout de la PS1Aa2 en présence de calcium (1.8 mM). A.
Fluorescence dans une cellule HeLa. B. Rapport des fluorescences (350/380 nm) montrées en A.
C. Fluorescence d’une cellule HepG2. D. Rapport des fluorescences montrées en C. E.
Fluorescence d’une cellule HEK293. F. Rapport des fluorescences montrées en E. Ca'" : ringage
avec la solution Earles contenant du calcium (1.8 mM); 1 : le milieu a été remplacé par la

solution contenant la PS1Aa2 (10 pg/ml) et du calcium (1.8 mM).
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Les deux lignées tumorales et la lignée non tumorale examinées ont montré des variations
du niveau de calcium intracellulaire en réponse a la toxine. Les variations se sont présentées
comme des oscillations (Figure 20) ou comme des augmentations soutenues de la concentration
du calcium intracellulaire suivant I’ajout de la toxine (Figure 21). Certaines cellules ont montré
une augmentation transitoire suivie d’oscillations du calcium intracellulaire (Figure 20D).
Notons que les oscillations se produisent habituellement aprés une courte période (moins de 2
min) suivant 1’ajout de toxine. Elles ne se produisent jamais en absence de toxine, méme apres
plusieurs minutes d’observation (environ 8 min précédant I’ajout de toxine dans les exemples
illustrés dans la Figure 20). Par contre, les augmentations soutenues de la concentration du
calcium intracellulaire, comme celle illustrée a la Figure 21, ne débutent qu’aprés une dizaine de

minutes suivant I’ajout de toxine.
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Figure 21. Effet de la toxine en présence de calcium (1.8 mM). A. Fluorescence d’une cellule
HepG2. B. Rapport des fluorescences montrées en A. 1 : ajout de PS1Aa2 (1.6 pg/ml). Cette

expérience, représentative de trois essais, a ¢té réalisée apres la mise a jour de I’appareil.
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L’amplitude, la fréquence et la durée des oscillations ont varié d’une expérience a I’autre.
Parfois, elles sont rares et de faible amplitude (Figure 22A), alors que d’autres fois, leur

fréquence et leur amplitude sont plus élevées (Figure 22B).
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Figure 22. Différentes réponses calciques des cellules HeLa en présence de calcium (1.8 mM).
1 : le milieu a été remplacé par la solution Earles contenant la PS1Aa2 (10 pg/ml) et du calcium

(1.8 mM).

Des oscillations ont été observées avec les trois lignées cellulaires testées, y compris les
cellules non tumorales HEK293 (Figure 20E et F). Dans plusieurs expériences, il n’y a pas eu de
réponse des cellules traitées mais, la plupart du temps, elles ont répondu avec des oscillations
calciques. Etant donné la variabilité des réponses, un grand nombre d’expériences ont été
réalisées avec les deux lignées tumorales et la distribution du nombre d’oscillations calciques
observées dans chacune d’entre elles est illustrée dans la Figure 23. Notons cependant que le
nombre d’expériences réalisées avec les cellules HeLa est plus €élevé qu’avec les cellules HepG2.
Tandis que ces dernicres ont tendance a se retrouver sous forme d’amas, les cellules HeLa sont

plus faciles a trouver isolées sur la lamelle.
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Figure 23. Distribution du nombre d’oscillations calciques observées en réponse a 1’ajout de
PS1Aa2 dans deux lignées cellulaires en présence ou en absence de calcium. Le nombre total

d’expériences analysées dans chaque condition est indiqué entre parentheses.

3.4.2.2. En absence de calcium extracellulaire

De réponses calciques se sont présentées aussi en absence de calcium extracellulaire.

Pour les deux lignées cellulaires tumorales, le nombre d’oscillations observées par unité de
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temps suit une distribution relativement semblable lorsqu’elles sont mesurées en présence ou en

absence de calcium extracellulaire (Figure 23).

Afin de mieux comprendre les effets de la présence ou de 1’absence du calcium sur la
réponse a la toxine, des expériences dans les deux conditions ont été faites avec la méme cellule
(Figure 24). Certaines ont commencé sans calcium et se sont poursuivies apres que le milieu eut
¢té remplacé par un milieu contenant du calcium a 1.8 mM. D’autres expériences ont été
réalisées en suivant I’ordre inverse. Dans les deux types d’expériences, la toxine a été ajoutée en
présence et en absence de calcium extracellulaire, et le nombre d’oscillations suivant I’ajout de
toxine a ét¢ compté pour chacune des deux conditions. En général, pour chaque cellule, un
nombre semblable d’oscillations a ¢été observé en présence et en absence de calcium
extracellulaire lorsque celles-ci étaient mesurées d’abord en absence de calcium dans le milieu.
Par contre, le nombre d’oscillations observées en absence de calcium extracellulaire était, la
plupart du temps, plus faible qu’en présence de calcium dans les cellules qui avaient d’abord été

exposés a la PST1Aa2 dans le milieu contenant du calcium (Figure 24).

L’induction d’oscillations calciques par la toxine ne semble donc pas dépendre, de fagcon
importante, de la présence de calcium dans le milieu extracellulaire. Les cellules semblent
cependant consommer au moins une partie de leurs réserves de calcium en produisant ces
oscillations, ce qui expliquerait qu’aprés une série d’oscillations en présence de calcium
extracellulaire, leur capacité a induire autant de nouvelles oscillations soit nettement réduite

apres retrait du calcium du milieu.
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Figure 24. Réponses calciques des cellules a la PS1Aa2. A et B. Cellules HeLa. C et D. Cellules
HepG2. E et F. Cellules HEK293. A, C et E. La toxine a d’abord été ajoutée en absence de

calcium extracellulaire, puis, une seconde fois, aprés que le milieu eut été remplacé par un milieu

contenant du calcium a 1.8 mM. B, D et F. La toxine a d’abord été ajoutée en présence de

calcium extracellulaire a 1.8 mM, puis, une seconde fois, apres que le milieu eut été remplacé par

un milieu ne contenant pas de calcium. 0: PS1Aa2 (10 pg/ml) en absence de calcium; 1 :

PS1Aa2 (10 pg/ml) en présence de calcium (1.8 mM); Ca™" : milieu contenant du calcium 1.8

mM; E : milieu sans Ca™ contenant 10 mM d’EGTA. Chaque panneau est représentatif de trois

a six expériences indépendantes.
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Parfois, en réponse a la toxine, le niveau de calcium augmente pour un certain temps, puis
revient plus ou moins rapidement a sa concentration cytosolique initiale (Figure 25). Cette
augmentation transitoire est habituellement plus prononcée dans les cellules HepG2 (Figure 25C
et D) que dans les cellules HeLa (Figure 25A et B). Elle a cependant été observée en présence

(Figure 25A, B et C) et en absence (Figure 25D) de calcium extracellulaire.
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Figure 25. Réponses calciques des cellules tumorales a la PS1Aa2. A et B. Cellules HeLa en
présence de calcium. C et D. Cellules HepG2. C. En présence de calcium. 1: PS1Aa2 (0.4
pg/ml); 2 : PS1Aa2 (8 pg/ml). D. En absence de calcium. 0 : PS1Aa2 (10 pg/ml).
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3.4.3. Réponse calcique a la PS1Aal
La PS1Aal (Mizuki et al., 2000), comme la PS1Aa2, a produit une réponse sous forme
d’oscillations calciques dans les cellules HepG2, tant en présence (Figure 26A) qu’en absence

(Figure 26B) de calcium.
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Figure 26. Réponse calcique des cellules HepG2 a la PS1Aal. A. En présence de calcium. B. En
absence de calcium. Fleéches : PS1Aal (10 pg/ml). Chaque panneau est représentatif de trois

expériences indépendantes.

3.4.4. Modulation des réponses calciques

Les oscillations calciques n’ont pas été observées avec de la toxine quand le bain
contenait du lanthane. Elles sont cependant apparues apres que le bain eut été rincé avec une

solution ne contenant pas de cet ion (Figure 27).
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Figure 27. Effet du lanthane sur 1’activité de la PS1Aa2 dans une cellule HepG2. Ca': calcium
1.8 mM; L : LaCl; 5 mM; 1 : LaCl; 5 mM + PS1Aa2 (1.6 pg/ml); 2 : PS1Aa2 (1.6 pg/ml). Cette

expérience, représentative de trois essais, a €été réalisée apres la mise a jour de I’appareil.

3.5. Viabilité cellulaire

Etant donné que les effets de la PS1Aa2 sur la morphologie et le calcium intracellulaire
des cellules sensibles n’ont été observés qu’a des concentrations relativement élevées de toxine,
des études de viabilité cellulaire plus détaillées ont été entreprises. La viabilité¢ des cellules a
donc été évaluée par leur capacité a exclure le bleu de trypan et par des mesures de fluorescence
avec ’homodimere d’éthidium, une sonde spécifique pour I’ADN qui permet de mettre en

évidence la lyse cellulaire.

3.5.1. Bleu de trypan

La viabilit¢ de cellules HepG2 a été évaluée avec le bleu de trypan. La proportion de
cellules mortes (colorées) n’a pas changé dans les puits contenant 1 pg/ml de PS1Aa2, une
concentration qui est pourtant 50 fois plus €¢levée que la dose 1étale publi¢e (0.02 pg/ml) (Jung et
al., 2007). Par contre, la plupart les cellules traitées a 5 pg/ml de toxine, une dose 250 fois plus

¢levée que la dose létale, sont mortes (Figure 28).
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Figure 28. Effet de la PS1Aa2 sur la viabilité des cellules HepG2 estimée avec le bleu de trypan.
Pour chaque concentration de toxine, les cellules ont été comptées dans un hémacytometre. La
proportion de cellules vivantes est indiquée par le nombre de cellules colorées divisé par le
nombre total de cellules dans 1’échantillon non traité. Les données représentent la moyenne et

I’écart-type de quatre mesures.

3.5.2. Homodimeére-1 d’éthidium

Devant ce résultat, et considérant le fait que les expériences réalisées avec le bleu de
trypan utilisent des cellules qui doivent, au préalable, avoir ét¢ décollées de la surface sur
laquelle elles se développent avec un traitement a la trypsine qui pourrait les endommager, la
décision a été prise d’utiliser une autre sonde de toxicité. La viabilité des cellules a donc été
¢tudiée en mesurant la fluorescence de I’homodimere-1 d’éthidium, une sonde qui détecte
I’ADN libéré par les cellules endommagées. Cette sonde a déja été utilisée, avec grand succes,
dans notre laboratoire pour des études détaillées des effets de la CrylC, une toxine insecticide du
bacille de Thuringe, sur la viabilit¢ des cellules Sf9 dérivées du légionnaire d’automne

Spodoptera frugiperda (Monette et al., 1997).
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Des cellules HeLa, HepG2 et HEK 293 ont d’abord été exposées a 40 pg/ml de PS1Aa2
(Figure 29). Cependant, pour les trois lignées cellulaires testées, la fluorescence n’a pas changé
en fonction du temps comme on aurait pu s’y attendre si la toxine avait endommagé les cellules.
La fluorescence des cellules non traitées était moins €levée que celle des cellules traitées avec la

toxine, mais elle est également restée a un niveau constant pendant toute 1’expérience.

La fluorescence des cellules HelLa n’a pas augmenté non plus lorsqu’elles ont été
exposées a 25 pg/ml de PS1Aal, qui est pourtant 2.5 fois plus toxique que la PS1Aa2, pour cette
lignée cellulaire (Jung et al, 2007) (Figure 30). Comme la PS1Aa2, la PS1Aal semble donc
beaucoup moins active qu’attendu, la concentration de toxine utilisée dans cette expérience
correspondant a 208.3 fois sa LCsy publiée (Katayama et al., 2005). On note toutefois que le
niveau de fluorescence est environ 4 fois plus ¢élevé en présence de PS1Aa2 (Figure 29) qu’en

présence de PS1Aal (Figure 30).
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Figure 29. Fluorescence de 'homodimeére d'éthidium en présence de trois lignées cellulaires.
Chaque puits contenait 20 x 10° cellules HeLa (A), HepG2 (B) ou HEK 293 (C) ainsi que 40
pg/ml de PS1Aa2 (en rouge), ou un volume équivalent de tampon carbonate (en vert) ou de

milieu de culture (en bleu). Ces résultats sont représentatifs de trois expériences indépendantes.
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Figure 30. Fluorescence de I'homodimeére d'éthidium en présence de cellules HeLa. Chaque puits

contenait 20 x 10° cellules ainsi que 25 pg/ml de PS1Aal (en mauve), ou un volume équivalent

de tampon carbonate (en vert) ou de milieu de culture (en bleu).
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Figure 31. Fluorescence de 'homodimére d'éthidium en présence ou en absence de cellules HeLa
(A) ou HepG2 (B). Chaque puits contenait 20 x 10* cellules et 33.5 pg/ml de PS1Aal (en rouge)
ou un volume équivalent de tampon carbonate (en vert), ou la méme quantité de toxine, mais

sans cellules (en bleu). Ces résultats sont représentatifs de trois expériences indépendantes.
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Dans le but de mieux comprendre ’absence de changements dans les niveaux de
fluorescence mesurés en présence de toxine, des expériences semblables aux précédentes ont été
réalisées avec et sans cellules (Figure 31). Le méme niveau de fluorescence est observé en
présence de toxine, indépendamment de la présence ou de 1’absence de cellules HeLa ou HepG2,
ce qui suggere fortement que I’ADN détecté par la sonde provient de la préparation de toxine

plutot que des cellules.

La fluorescence a donc été mesurée en fonction de la concentration de PS1Aal et de
PS1Aa2, mais en absence de cellules (Figure 32). Alors que la fluorescence ne varie pas en
présence de la CytlAa, elle augmente avec la concentration des deux parasporines, mais
beaucoup plus rapidement pour la PS1Aa2. Ce résultat suggére, en accord avec ceux des Figures

29-31, que la préparation de PS1Aa2 contient nettement plus d’ADN que celle de PS1Aal.
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Figure 32. Fluorescence mesurée en présence de PS1Aal, PS1Aa2, CytlAa et d'homodimere
d'¢thidium en absence de cellules. Les données représentent la moyenne et I’écart-type de trois

mesures.
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Afin de vérifier la présence d’ADN dans la préparation PS1Aa2, son spectre
d’absorbance a été mesuré dans ’ultraviolet. Malheureusement, le tampon carbonate dans lequel
la toxine a été préparée absorbe trés fortement dans cette région avec un pic a 260 nm qui atteint
plusieurs unités d’absorbance (Figure 33). L’utilisation de ce tampon comme blanc implique
donc une correction qui correspond a une soustraction de la presque totalité de la quantité de
lumiére utilisée pour éclairer 1’échantillon, ce qui rend douteux les estimés de la quantité d’ADN
obtenus avec cette méthode. Les estimés obtenus avec 1’homodimere d’éthidium sont donc

nettement plus fiables.
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Figure 33. Spectre d’absorbance du tampon carbonate utilisé pour les préparations de PS1Aal et

PS1Aa2.

Pour essayer de mieux comprendre pourquoi les toxines semblent beaucoup moins
actives qu’attendu sur la base des données publiées (Jung et al., 2007), les échantillons de
PS1Aal et de PS1Aa2 traités avec I’homodimere d’éthidium en absence de cellules ont été
observés au microscope a fluorescence (Figure 34). Dans les deux cas, on discerne nettement la

présence d’amas colorés, ce qui suggere que I’ADN forme un complexe insoluble avec la



70

protéine. La préparation de PS1Aa2 présente un nombre beaucoup plus élevé de ces amas
fluorescents que celle de la PS1Aal, en accord avec le fait qu’elle contienne beaucoup plus

d’ADN (Figures 29-32).

La présence d’amas insolubles dans les échantillons de toxines se vérifie par
I’observation microscopique des différentes préparations dans un hématocytometre (Figure 35).
Le quadrillage de cet appareil permet de faciliter la mise au point pour les échantillons ne
contenant pas ou peu de particules visibles. En accord avec les données de fluorescence (Figure
34), le nombre de particules observées dans le cas de la PS1Aa2 est beaucoup plus élevé que
dans celui de la PS1Aal. De plus, les échantillons de CytlAa ou de tampon sans toxine ne
présentent que peu de particules. Un certain nombre d’entre elles pourrait d’ailleurs correspondre
a des poussieres dans 1’échantillon ou a des égratignures sur la lamelle de I’hématocytomeétre ou

ailleurs dans le montage.

PS1Aa2 (20 pg/ml) PS1Aal (20 pg/ml)

Figure 34. Observation de suspensions de la PS1Aa2 et PS1Aal (20 pg/ml) par miscroscopie de
fluorescence (400 X) en présence d’homodimére d’éthidium (6 pM), mais sans cellules. Ces
résultats sont représentatifs de six expériences indépendantes pour la PS1Aa2 et de trois, pour la

PS1Aal.
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Sans toxine

Figure 35. Observation au microscope (400 X) des toxines dans un hemacytometre.

Dans le but d’évaluer la possibilit¢ d’enlever I’ADN des préparations de toxine, une
expérience préliminaire a été réalisée dans laquelle la PS1Aa2 a été incubée avec du suc
intestinal provenant de ’intestin moyen du lépidoptere M. sexta. Cette source de DNase offre
I’avantage d’étre active au pH relativement élevé (8.0) du tampon dans lequel la toxine est
préparée (Schernthaner et al., 2002). Parce que ce tampon contient aussi de I’EDTA, un
inhibiteur de DNAse, le mélange réactionnel a été additionné de MgCl,. La fluorescence
mesurée avec I’homodimeére d’éthidium a diminué progressivement, mais au bout de 24 heures,
elle était encore a environ un tiers de son niveau de départ (Figure 36). De plus, les échantillons

ainsi traités montraient encore des amas insolubles visibles en microscopie de fluorescence.
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Figure 36. Effet du suc intestinal sur le contenu en ADN d’une préparation de PS1Aa2. Un
¢chantillon de toxine a été incubé a 27°C en présence de 7.3 mM de MgCl, et 4.3% (v/v) de suc
intestinal provenant de I’intestin moyen de larves de M. sexta. Aux temps indiqués, la

fluorescence a été mesurée avec ’homodimeére d’éthidium.
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CHAPITRE 4 : DISCUSSION

Bien que le bacille de Thuringe soit reconnu, depuis plus d’un siécle, comme un
pathogeéne de certains insectes et que le mécanisme d’action de ses toxines insecticides ait fait
I’objet de trés nombreux travaux aux cours des dernieres décennies (Schnepf et al., 1998;
Vachon et al., 2002), sa capacité a produire des parasporines n’a ét¢ découverte que plus
récemment (Mizuki et al., 1999; Ohba et al., 2009). Jusqu’a présent, la plupart des études
fonctionnelles portant sur ces toxines anti-tumorales se sont bornées a mesurer leurs effets sur
la viabilité de certaines lignées cellulaires. C’est ainsi que la PS1Aal (Katayama et al., 2005)
et la PS1Aa2 (Jung et al., 2007) ont été testées respectivement dans 15 et 16 lignées cellulaires
distinctes. Elles se sont avérées tres actives, en particulier, sur les cellules HeLa et HepG2
retenues pour le présent travail. Par contre, le mode d’action des parasporines au niveau
cellulaire n’a été examiné de facon détaillée que dans quelques travaux (Kitada et al., 2006,

2009; Katayama et al., 2007; Abe et al., 2008; Okumura et al., 2011).

4.1. Formation de canaux ioniques

La présente étude montre clairement que la PSTAa2 peut former des pores dans des
bicouches lipidiques planes (Section 3.3). Bien que la formation de canaux ioniques, dans ce
type de membranes artificielles, ait été démontrée pour une variété de toxines Cry insecticides
(Slatin et al., 1990; Schwartz et al, 1993; English et al., 1994; Grochulski et al, 1995;
Masson et al., 2004; Puntheeranurak et al., 2004; Vachon et al., 2012) et une toxine
nématocide (Kao et al., 2011; Karabrahimi 2013), aucune publication n’a jusqu’a présent

décrit une telle capacité pour une parasporine. Des travaux réalisés dans notre laboratoire ont
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cependant démontré que la PS2Aal produit des canaux ioniques détectables dans des
expériences de bicouches lipidiques et de patch-clamp (Akira Ohgushi, Sakaé Kitada, Marc
Juteau et Jean-Louis Schwartz, communications personnelles).

Dans les bicouches lipidiques, plusieurs niveaux de conductance, s’échelonnant entre
10 et 138 pS, ont été observés en présence de PS1Aa2. Bien que la plupart des travaux de
bicouches lipidiques réalisés avec des toxines Cry fassent mention de plusieurs niveaux de
conductance, seulement quelques-uns se sont attardés a faire 1’analyse détaillée de chacun
d’entre eux (Racapé 1997; Peyronnet et al., 2001, 2002). Comme il a ¢été mentionné
auparavant (Section 1.6.2.1), la présence de plusieurs niveaux de conductance semble résulter,
au moins pour la CrylC, de I’ouverture simultanée d’un nombre variable de pores ayant tous
un diametre similaire, plutot que de la formation d’une variété¢ de pores de tailles différentes
(Peyronnet et al., 2002). Les pores individuels formés par la PS1Aa2, pour laquelle la plus
petite conductance mesurée était de 10 pS en présence de 150 ou de 450 mM de KCI (Section
3.3), sont donc comparables a ceux qu’a formés la CrylC en présence de 300 mM de KCl
dans les expériences de Racapé (16 pS) et de Peyronnet et al. (2002) (21 pS). Selon cette
derniére analyse, ces pores ont un rayon de 1.0 a 1.3 nm et sont assez grands pour permettre la
diffusion de molécules comme le sucrose ou le raffinose, en accord avec des études de
gonflement osmotique réalisées avec la CrylC (Villalon et al., 1998; Tran et al., 2001). 1l se
pourrait cependant que les canaux unitaires formés par la PS1Aa2 soient quand méme plus
petits puisque, en présence de 450 mM de KCI, on aurait pu s’attendre a ce que les
conductances soient plus élevées qu’aux concentrations plus faibles d’¢lectrolytes. En effet, si
la toxine forme des pores aqueux, comme on le suppose généralement, la conductance de

ceux-ci devrait dépendre de la conductivité de la solution dans laquelle ils sont formés. Le fait



75
que la plus petite conductance observée soit la méme en présence de 150 et 450 mM de KCI
suggere donc que le niveau correspondant a la conductance unitaire des pores pourrait étre
plus petit que ce qu’il a été possible de distinguer clairement du bruit de fond dans les

conditions expérimentales utilisées.

Quelle que soit la taille des pores formés par la PS1Aa2, le fait qu’ils aient été détectés,
et ce a maintes reprises, contredit la conclusion de Katayama et al. (2007) selon laquelle la
PS1Aal, malgré sa proche parenté avec la PS1Aa2, ne forme pas de pores dans la membrane
plasmique des cellules cibles. Les expériences sur lesquelles ces auteurs fondent leur
conclusion sont principalement des mesures de fuite de lactate déshydrogénase et d’influx
d’iodure de propidium (Katayama et al., 2007). La lactate désyhydrogénase est une enzyme
cytosolique dont la structure atomique, un tétramere de 140 kDa, est bien connue (Rawn
1989). Bien que I’activité enzymatique de cette grosse molécule, une fois libérée dans le
milieu extracellulaire, constitue un excellent, et fréquemment utilisé, marqueur de lyse
cellulaire, il est pour le moins douteux qu’elle puisse diffuser au travers des pores formés par
une toxine Cry. D’autre part, 1’iodure de propidium est un marqueur d’acide nucléique dont la
fluorescence augmente grandement lorsque les cellules sont endommagées. 11 est également
douteux que cette molécule aromatique de 668 Da puisse traverser aisément les pores aqueux
formés par la toxine. En effet, plusieurs toxines Cry perméabilisent la membrane pour le
raffinose, un trisaccharide de 502 Da, mais celui-ci, méme s’il s’agit d’'une molécule trés
hydrophile, ne diffuse qu’assez lentement au travers des membranes, ce qui indique que sa
taille s’approche de celle des pores (Carroll et Ellar 1993, 1997; Coux et al., 2001; Tran et al.,

2001). Les expériences de Katayama et al. (2007) qui montrent que, dans les conditions
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utilisées, la toxine n’entraine pas de lyse cellulaire importante, sont loin de démontrer
cependant que la toxine n’a pas la capacité de former des pores dans la membrane plasmique

des cellules sensibles.

4.2. Réponses calciques a la toxine

La présente ¢étude a mis en évidence 1’induction par la PS1Aa2 d’oscillations rapides
dans les niveaux cytosoliques de Ca™" (Section 3.4). De telles oscillations calciques ne
semblent pas avoir été observées auparavant avec des toxines Cry. Les mesures de Ca""
intracellulaire dans les cellules Sf9 d’insectes en présence de CrylC ont plutot révélé des
augmentations soutenues (Schwartz et al., 1991) ou transitoires (Monette et al., 1997) dans les
niveaux cytosoliques de calcium. Une étude plus détaillée a, par la suite, montré que
I’augmentation du niveau de calcium dans les cellules Cf1 d’insectes, en présence de CrylAc,
provenait en partie d’un influx de calcium au travers des pores formés par la toxine dans la

membrane plasmique des cellules, mais également de la libération d’ions calciques a partir des

réserves intracellulaires (Potvin ef al., 1998).

Par ailleurs, les travaux de Katayama et al. (2007) n’ont montré que des augmentations
soutenues des niveaux cytosoliques de calcium dans les cellules HeLa exposées a des doses
toxiques de PS1Aal. Il faut cependant noter que les techniques utilisées dans la présente étude
et celle de Katayama et al. (2007) différent passablement, méme si les deux sont fondées sur
des mesures de fluorescence émise par la sonde Fura-2, sensible aux concentrations de Ca" .
Tandis que les expériences décrites dans ce mémoire ont été réalisées avec un systeéme de

microspectrofluorométrie, les travaux du groupe japonais ont mesuré la fluorescence dans un
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lecteur de plaques multipuits. La fluorescence détectée dans le présent travail était donc émise
par des cellules isolées, ou par un groupe de quelques cellules montées sur une lamelle
déposée dans une chambre sur la platine d’un microscope, tandis que celle qui était mesurée
dans les travaux de Katayama et al. (2007) provenait d’une population de cellules cultivées
dans le fond d’un puits de plaque multipuits. De plus, les résultats présentés dans ce mémoire
sont constitués de mesures faites a chaque seconde, tandis que la fréquence d’échantillonnage
des expériences présentées par Katayama et al. (2007) n’était que d’une mesure a toutes les 30
secondes. Il est donc tout a fait probable que la détection des oscillations calciques ait été
facilitée, dans le présent travail, par le fait que 1’appareil utilisé permettait une meilleure
résolution dans I’espace et dans le temps. En accord avec cette possibilité, la capacité de la
PS1Aal d’induire des oscillations calciques, au moins dans les cellules HepG2, a été¢ mise en

¢vidence au cours du présent travail (Figure 25).

Bien que la découverte des oscillations calciques induites par la PS1Aal et la PS1Aa2
soit nouvelle dans le domaine des toxines Cry, un tel effet a néanmoins ét¢ bien documenté
pour plusieurs toxines bactériennes formeuses de pores dont 1’a-hémolysine (Uhlén et al.,
2000; Laestadius et al., 2002; Soderblom et al., 2002; Koschinski ef al., 2006) et la cytolysine
A (Soderblom et al., 2005) de E. coli, la lystériolysine O de Lysteria monocytogenes (Repp et
al., 2002), et la cytotoxine VacA de Helicobacter pylori (de Bernard et al., 2005). Dans
chacun de ces cas, les oscillations calciques semblent jouer un réle important dans le
déclenchement de I’inflammation tissulaire en réponse a la toxine. Elles participent donc aux
mécanismes de défense de l’organisme contre I’agression de 1’agent pathogéne. Un role

protecteur des oscillations calciques en réponse a la PS1Aa2 est d’ailleurs suggéré par le fait
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qu’elles sont induites non seulement dans les cellules sensibles HeLa et HepG2, mais
¢galement dans les cellules HEK 293 (Figure 19) qui ne semblent pas étre endommagées par

la toxine (Figure 8).

Au moins dans le cas de 1’a-hémolysine, la réponse calcique observée dépend de la
concentration de toxine a laquelle les cellules sont exposées (Uhlén et al., 2000; Laestadius et
al., 2002). A des concentrations sublétales, cette toxine induit des oscillations calciques, mais
a doses plus élevées, on observe plutdt des augmentations soutenues dans les niveaux
cytosoliques de Ca"™ précédant la lyse cellulaire. Comme il a été démontré plus haut (Section
3.5) et sera discuté en plus grands détails dans la prochaine section, les toxines utilisées dans
le présent travail se sont avérées beaucoup moins actives que prévu sur la base des données
publiées (Katayama et al., 2005; Jung et al., 2007) du fait qu’elles se retrouvaient en grande
partie associées a de I’ADN sous la forme de complexes insolubles. Il est donc tout a fait
possible que les concentrations effectives de toxine aient ¢été beaucoup plus faibles dans les
expériences présentées dans ce mémoire que dans les travaux antérieurs (Katayama et al.,
2005; Jung et al., 2007) et, en particulier, dans ceux publiés par Katayama et al. (2007). Une
telle situation pourrait donc avoir contribué au fait que les toxines aient surtout entrainé des
oscillations calciques, dans le présent travail, et des augmentations soutenues dans les

expériences de Katayama et al. (2007).

A TI’appui de cette interprétation, selon laquelle les conditions expérimentales utilisées
dans chacune de ces deux ¢tudes ont favorisé la mise en évidence de deux processus
physiopathologiques différents, les oscillations calciques se produisent aussi bien en présence

qu’en absence de Ca'"" extracellulaire (Section 3.4.2), tandis que les augmentations soutenues
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ne sont observées qu’en présence de calcium dans le milieu (Katayama et al., 2007). 1l semble
donc que la présence de faibles concentrations de toxine induise un processus de signalisation
calcique dépendant des réserves intracellulaires de calcium. Par contre, a concentrations
¢levées de toxine, la formation d’un grand nombre de pores permettant la diffusion des ions
calciques au travers de la membrane plasmique entrainerait un influx massif de ces ions. Des
¢tudes plus poussées sont toutefois nécessaires pour établir si de tels pores sont formés
directement par la toxine ou par 1’ouverture de canaux calciques endogenes sous ’effet de la
toxine. Alors que les oscillations calciques pourraient faire partie d’'un mécanisme protégeant
les cellules des effets cytotoxiques de la toxine, l’augmentation soutenue du calcium
cytosolique pourrait, au contraire, accentuer ces effets en perturbant 1’homéostasie de la
cellule et méme déclencher des processus d’apoptose ou de nécrose (Berridge et al., 1998;

Elmore 2007; Monteith et al., 2007; Uhlén et Fritz 2010).

Les résultats de la présente étude se caractérisent par une grande variabilité dans la
réponse calcique observée avec différentes cellules. Bien que la plupart des expériences aient
montré des oscillations calciques, des augmentations soutenues ont ¢galement été observées
(Figures 20 et 24). En général, la présence d’oscillations calciques, ainsi que leur fréquence et
leur amplitude, dépend donc vraisemblablement du choix des cellules utilisées dans chaque
expérience. Une telle variabilité dans les réponses calciques semble étre assez fréquente pour
des mesures réalisées avec des cellules individuelles, comme il a ét¢ montré, par exemple,
dans des études portant sur les effets de la phényléphrine et de la vasopressine (Rooney et al.,
1989), et du facteur de croissance épidermique (Moccia et al., 2002). Il est d’ailleurs bien

documenté que la réponse calcique a différents stimuli peut souvent différer selon la phase du
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cycle cellulaire ou se trouve la cellule (Takada et al., 1990; Fatatis et Miller, 1999; Jellerette et
al., 2004). 11 est donc probable que la sensibilité des cellules a la toxine puisse étre modulée au

cours du cycle cellulaire comme il a déja été montré dans le cas des cellules Sf9 traitées avec

la CrylC (Avisar et al., 2005).

4.3. Viabilité cellulaire

Au cours de ce travail, il est rapidement devenu clair que les parasporines utilisées
¢taient beaucoup moins efficaces que prévu sur la base des données publi¢es (Katayama ef al.,
2007; Jung et al., 2007). Cette faible activité résulte principalement du fait que les toxines se
retrouvent sous la forme de précipité insoluble (Section 3.5). Bien que la toxine s’agglomeére
sous forme de particules visibles au microscope, celles-ci ont tendance a rester en suspension
plutot que de sédimenter rapidement. Leur présence, lors des observations microscopiques,
peut donc facilement donner I’impression qu’il s’agit de débris cellulaires résultant de
I’activité de la toxine. Cette interprétation a cependant été écartée rapidement du fait que ces

particules étaient également observées en absence de cellules (Figure 34).

Par ailleurs, I’utilisation de I’homodimeére d’éthidium comme sonde de viabilité a
permis de montrer que le précipité contenait de I’ADN en plus de la toxine. Bien que la
présence d’ADN dans les cristaux parasporaux produits par le bacille de Thuringe soit bien
documentée (Bietlot et al., 1993; Clairmont et al., 1998; Yokoyama et al., 1998; Xin et al.,
2005; Guo et al., 2011), elle ne semble pas poser de probléeme majeur dans la préparation des
toxines. En fait, Clairmont ez al. (1998) et Guo et al. (2011) ont méme suggéré que la présence

d’ADN contribuait a I’activation des toxines en les maintenant dans une conformation propice
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a leur digestion progressive. Le fait que les préparations de PS1Aa2 précipitent autant apparait
donc comme un cas particulier. Il reste néanmoins que la précipitation de la toxine a
vraisemblablement contribué a la variabilité des résultats présentés dans ce mémoire aussi bien
pour la composition de chacune des préparations, que pour les niveaux de conductance des

pores et des réponses calciques induites par la toxine.

Les deux parasporines utilisées dans le présent travail ont été préparées selon le
protocole décrit par Jung et al. (2007). Par contre, les résultats publiés pour la PS1Aal
(Katayama et al., 2005, 2007) ont été obtenus avec de la toxine préparée avec un protocole
plus ¢élaboré comportant des étapes supplémentaires de chromatographie et de
chromatofocalisation (Katayama et al., 2005). L’analyse des données de purification publiées
par Katayama et al. (2005) suggére cependant que ces étapes supplémentaires n’ont eu qu’un
effet assez modeste sur la pureté de la toxine telle qu’évaluée sur gel de polyacrylamide (voir
Figure 2C de Katayama et al., 2005). Bien que les étapes de purification aient été tres
efficaces pour ¢€liminer les contaminants, la toxine activée constituait déja, avant méme la
premicre chromatographie, la majeure partie des protéines de 1’échantillon analysé. Par contre,
la purification a donné un rendement extrémement faible puisque seulement 1.8% des
protéines de 1’échantillon de départ s’est retrouvé dans la préparation finale de toxine (voir
Tableau 1 de Katayama et al., 2005). Il se pourrait donc fort bien que les étapes
supplémentaires de purification aient surtout éliminé la toxine qui n’était pas bien solubilisée

dans la préparation non purifiée apres I’étape d’activation par la trypsine.

Un tel raisonnement expliquerait facilement pourquoi la PS1Aa2 se soit avérée, dans

les travaux présentés dans ce mémoire, beaucoup moins active que la PS1Aal préparée avec le
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protocole de Katayama et al. (2005). Par contre, étant donné que la PS1Aa2 utilisée dans la
présente étude et dans celle de Jung et al. (2007) a, semble-t-il, été préparée avec le méme
protocole, il parait surprenant qu’elle ait été plus efficace que la PS1Aal pour la plupart des
cellules sensibles, la seule exception étant les cellules HelLa, un peu plus sensibles a la
PS1Aal qu’a la PS1Aa2 (Katayama et al., 2005; Jung et al., 2007). Par exemple, les LCs
publiées pour la PS1Aal et la PS1Aa2 étaient respectivement de 3.0 et de 0.02 pg/ml dans les
cellules HepG2 (Katayama et al., 2005; Jung et al., 2007). La relativement faible activité de la
PS1Aa2, dans la présente étude, et sa plutot grande toxicité pour certaines lignées cellulaires,

observées dans les travaux de Jung et al. (2007), demeurent donc assez difficiles a réconcilier.

4.4. Perspectives

Quoiqu’il en soit, les études portant sur la PS1Aa2 seraient grandement facilitées si
elles étaient menées avec de la toxine activée bien solubilisée. Etant donné que les agrégats de
toxine, ainsi que sa faible toxicité, semblent résulter d’une association particulierement stable
avec des fragments d’ADN, il serait souhaitable de mettre au point un protocole de préparation
de la toxine au cours duquel celui-ci serait ¢liminé. Des tentatives d’élimination de ’ADN
avec des préparations commerciales de DNase ont cependant entrainé la dégradation et
I’inactivation de la toxine, probablement dues au fait que de telles préparations contiennent
des protéases (Bietlot et al., 1993). Par contre, il a été possible d’éliminer ’ADN des
préparations de CrylAc, sans la dégrader, en utilisant du suc intestinal de la tordeuse de
bourgeons de 1’épinette, Choristoneura fumiferana, un lépidoptere particulierement sensible a
cette toxine, comme source de DNase (Clairmont et al., 1998). L’utilisation du suc intestinal

d’un autre insecte, M. sexta, fréquemment utilisé dans les travaux de notre laboratoire, a réduit
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considérablement la quantit¢ d’ADN contenue dans une de nos préparations de PS1Aa2, sans
toutefois I’éliminer complétement (Figure 35). 1l vaudrait quand méme la peine de poursuivre
de tels essais, sur la base de ces données treés encourageantes. Ces travaux vont cependant
nécessiter des quantités vraisemblablement beaucoup plus importantes de toxines que celle qui
était disponible au moment ou cet essai a été réalisé. L’utilisation de suc intestinal, a la place
de la trypsine, aurait comme avantage de traiter la protoxine en méme temps avec des
protéases et des DNases intestinales sans qu’il ne soit nécessaire de réduire le pH de la
préparation (Schernthaner et al., 2002), une étape du protocole qui s’aveére nécessaire lorsque
de la trypsine commerciale, et provenant donc du bceuf ou du porc, est utilisée pour
I’activation de la toxine. Ce changement de pH pourrait contribuer a réduire la solubilité de la
protoxine ou de la toxine activée. En plus de simplifier le protocole, I’activation avec des
enzymes intestinales de Iépidoptére, adaptées au pH élevé, permettrait de traiter les
¢chantillons de toxine avec de la DNase en méme temps qu’avec les protéases et possiblement
réduire la formation des amas insolubles de toxines. Une telle étude devrait examiner d’autres
facteurs, comme le pH et la force ionique des solutions, susceptibles d’influencer la solubilité
de la toxine. De plus, il vaudrait la peine d’évaluer les avantages de purifier la toxine par
chromatographie une fois que celle-ci aura été¢ mieux solubilisée.

Il serait par ailleurs avantageux de donner suite aux travaux de bicouches lipidiques
présentés dans ce mémoire afin de mieux définir les propriétés de canaux que forme la
PS1Aa2, par exemple en analysant leur sélectivité ionique. Il vaudrait aussi la peine
d’entreprendre de telles études avec la PS1Aal.

La présente ¢tude a démontré que la PS1Aa2, ainsi que la PS1Aal, peut induire des

oscillations calciques dans les cellules traitées. Une telle réponse calcique n’a, semble-t-il,
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jamais été observée dans les expériences antérieures avec des toxines Cry. De plus, il semble
que leur présence, plutot que des augmentations soutenues de Ca’ intracellulaire, dépende de
la concentration de toxine utilisée. Il serait donc particulierement intéressant d’entreprendre
des ¢études des effets de la PS1Aa2 sur les réponses calciques en fonction de la dose de toxine,
bien qu’une telle étude ne soit envisageable qu’avec de la toxine beaucoup mieux solubilisée
que celle qui était disponible pour le présent travail. Dans le méme ordre d’idées, il vaudrait la
peine de réaliser une étude semblable avec la PS1Aal en portant une attention particuliére aux
concentrations plus faibles que celles qui ont été testées dans les travaux de Katayama et al.
(2007). 1I serait aussi d’un grand intérét de réaliser une étude semblable avec une ou plusieurs
toxines Cry et des cellules d’insectes. De telles études permettraient de tester 1’hypothese
selon laquelle les réponses calciques induites par les toxines Cry a faible dose pourraient
contribuer a protéger la cellule de leurs effets nocifs.

Finalement, les résultats présentés dans ce mémoire ont suggéré la possibilité que la
réponse des cellules a la présence de toxine puisse changer au cours du cycle cellulaire. Ceci
pourrait étre €tudi¢ directement en utilisant des agents pharmacologiques qui permettent de
synchroniser les cellules et de tester les effets de la toxine au cours des différentes phases du
cycle cellulaire, comme dans 1’étude d’Avisar et al. (2005) portant sur les cellules Sf9 traitées
avec la CrylC. Il vaudrait cependant la peine d’aller plus loin que cette étude en examinant

non seulement la viabilité des cellules, mais également leurs réponses calciques.
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4.5. Conclusions

La toxine PS1Aa2 est s¢lective et endommage les cellules HeLa et HepG2 sans altérer
la morphologie des cellules HEK 293. Elle forme de pores dans des bicouches lipidiques,
comme de nombreuses autres toxines Cry. La PS1Aa2 modifie, la plupart du temps, la
concentration cytosolique de calcium dans les cellules traitées en produisant des
augmentations calciques sous la forme d’oscillations qui ne dépendent pas du calcium
extracellulaire. De telles oscillations n’ont pas été¢ décrites auparavant pour d’autres toxines
Cry. Dans certains cas, elle a cependant entrainé des augmentations soutenues de calcium
intracellulaire, suggérant que la réponse calcique pourrait dépendre de la phase du cycle
cellulaire ou se trouve la cellule au moment de I’expérience. Finalement, la toxine utilisée au
cours de ce travail formait des amas microscopiques insolubles contenant de I’ADN qui
vraisemblablement nuisaient a son activité. Pour donner suite a ces travaux, il serait donc

avantageux d’améliorer la solubilité et I’efficacité de la toxine.
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