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Sommaire

La ribonucléotide réductase (RR) est une enzyme qui catalyse la réduction des

ribonucléotides (NDPs) en leurs désoxyribonucléotides (dNDPs) correspondants. La

sous-unité RI de la RR des HSV a la particularité, si on la compare avec la RI de

d'autres expèces (Fig. l), d'avoir une extension d'environ 350 a.a. à l'extrémité NH2

non-essentielle à l'activité réductase de l'enzyme. Des travaux réalisés dans le

laboratoire par mes prédécesseurs ont révélé qu'une deletion de ce domaine NHi (du

T au 357e a.a.) dans la sous-unité RI de HSV-2 générait une protéine R1(A2-357) qui

induit l'apoptose dans les cellules A549tTA (Massie et al., 1998). Ils ont également

confirmé que la RI pleine longueur inhibe l'apoptose induite par la R1(A2-357) et

celle induite par le Fas-L et le TNF-a (Bergeron, 1998). Le principal but de cette

étude fut d'élucider le mécanisme par lequel la R1(A2-357) induit l'apoptose et

comprendre comment la RI protège de l'apoptose induite par la R1(A2-357), le Fas-L
et le TNF-a.

Dans le présent document, nous présentons des évidences que la R1(A2-357)

est une protéine agrégée (formation de grandes inclusions cytoplasmiques,

insolubilité) laissant ainsi suggérer que la deletion du domaine NIÏ2 expose des sites

hydrophobes nonnalement maintenus à l'intérieur de la structure de la RI et affecte

ainsi la capacité de la protéine à se replier correctement. Cependant, l'étude de la

toxicité et de la solubilité de protéines RlAs plus courtes (deletion du 2e a.a. jusqu'à

la position 398 et 496) a permis de constater qu'il n'y a pas de corrélation entre

l'insolubilité des RlAs et leur toxicité.

Nous avons également observé que la carence en sérum et l'addition de

cycloheximide sensibilisent les cellules A549tTA à l'apoptose induite par la R1(A2-

357) tandis que la protéine antiapoptotique adénovirale E3-14.7kDa protège de
l'apoptose induite par la R1(A2-357). Un choc thermique et la surexpression de la

protéine HSP70 seul ne diminue pas l'apoptose induite par la R1(A2-357).

L'augmentation de l'apoptose induite par la R1(A2-357) en présence de clasto-

lactacystine-P-lactone soulève l'hypothèse que les agrégats ou les mtennédiaires de

repliement de RI As pourraient agir comme inhibiteurs compétitifs du protéasome 26S



0 ce qui affecterait la dégradation de protéines régulatrices impliquées dans le contrôle
du cycle cellulaire ou de l'apoptose comme p53, p21cipl, p27 pl, Bax, Bik et la
cycline B (Pagano et al., 1995; Yaglom et al., 1995; Deshaies et al, 1995; Scheffner
et al., 1993; Seufert et a/,1995; Li et Dou, 2000; Marshansky et al., 2001).

L'ensemble des résultats de cette étude nous permettent d'affîmier qu'il n'y a

pas de corrélation directe entre la capacité de la RI (A2-357) à fonner des agrégats et

sa toxicité. La formation de grandes inclusions serait un phénomène général dû à
1'accumulation de protéines agrégées. D est même possible que la fonnation
d'inclusions protège les cellules de l'apoptose induite par la R1(A2-357) en
empêchant la dispersion de la protéine agrégée. En effet, les inclusions de R1(A2-

357) sont observées dans les cellules qui survivent à l'apoptose induite par la R1(A2-

357). En plus, la Rl(A2-357) stimule l'activation de la caspase 8 et l'apoptose avant
que les agrégats de R1(A2-357) ne soient observables par microscopie à
l'immunofluorescence.

L'étude de l'activation des caspases pas les RI As nous a permis de conclure

qu'il n'y a pas de cascade d'activation des caspases commune à ces protéines
agrégées. Cependant, il y a activation et relocalisation de la caspase 8 au niveau des
inclusions de R1(A2-357). En plus d'interférer dans la localisation de la R1(A2-357),

le potentiel antiapoptotique de la RI se manifeste en empêchant l'activation des
caspases par les RI As et le recmtement de la caspase 8 au niveau des inclusions de

R1(A2-357). La découverte récente par nofa-e laboratoire que la RI possède une
région homologue au domain a-cristallin des SHSPs (petites protéines chaperonnes
mduites par un choc thermique) ouvrent de nouvelles possibilités pour expliquer le
potentiel antiapoptotique de la RI.
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Avant-propos

Plusieurs études ont démontré que les vims herpes simplex peuvent à la fois

induire ou inhiber l'apoptose (Shen et Shek, Rev. 1995; Leopardi et Roizman, 1996;
Koyama et Miwa, 1997). Au moins trois produits de gènes viraux (ICP27, ICP4 et
Us3) sont connus pour protéger certaines cellules contre l'apoptose (Aubert et Blaho,
1999; Leopardi et Roizman, 1996; Leopardi et al., 1997). La découverte récente par

notre laboratoire que la RI de la ribonucléotide réductase de HSV-2 protège les
cellules A549tTA de l'apoptose induite par le Fas-L et le TNF-a (Langelier et al.,

2001), suggère que cette protéine permettrait à des cellules infectées par HSV
d'échapper à la surveillance du système immunitaire.

La RI de la RR de HSV-1 et -2 se distingue de la RI de d'autres expèces (Fig.

l) par une extension unique de 350 a.a. à l'extrémité NH2. En procédant à une

deletion de cette extension (du 2 au 357^ a.a.), nous avons constaté que la protéine

ainsi générée R1(A2-357) induisait l'apoptose dans les cellules A549tTA. Nos

premières expériences ont ensuite démontré que la protéine R1(A2-357) formait de

grandes inclusions cytoplasmiques tandis que la RI est localisée de manière diffuse
dans le cytoplasme.

Ces structures de protéines R1(A2-357) agrégées rappellent la formation

d'inclusions intracellulaires de protéines ubiquitinées observées dans les maladies
associées aux répétitions de polyglutamines. En effet, les maladies associées aux
repetitions de polyglutamines comme la maladie d'Huntingtoii, l'ataxie
spinocérébellaire et l'atrophie musculaire spinale bulbaire se caractérisent par
l'atrophie et la perte de populations neuronales spécifiques par apoptose et par la
formation d'inclusions contenant la protéine mutante polyglutamines (Skinner et al.,

1997; Mangiarini et al., 1997). De plus, il y a une redistribution des protéines
chaperonnes et des constituants du protéasome dans ces inclusions (Cummings et al.,
1998;Stenoiene/a/., 1999).

L agrégation des protéines a été associée à plusieurs autres pathologies
comme les maladies de neurodégérescence incluant le Parkinson, l'Alzeimer, les
maladies associées aux prions, la fîbrose kystique, la formation de cataractes et la
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0 myopathie reliée à la desmine (Renkawek et al., 1999; Carrol et Lomas, 1997;

Radford et Dobson, 1999; Wigley et al., 1998; Litt et al., 1998; Quinlan et Van Den

Ijssel, 1999). Toutes ces pathologies se caractérisent aussi par l'accumulation d'une

protéine mal repliée dans le noyau ou le cytoplasme des cellules (Kaytor et Warren,

1999). Le mécanisme par lequel l'agrégation de protéines pourrait tuer les cellules ou

encore être responsable de ces maladies, reste encore très controversé.

0
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1.1 Les virus Herpes simplex

Les virus herpes simplex 1 et 2 (HSV-1 et -2) sont des virus à ADN

bicaténaire linéaire enveloppés (KiefFer al., 1971). Ils infectent préférablement les

cellules épithéliales de la région labiale (HSV-1) ou génitale (HSV-2) pour s'y

répliquer. La mort subséquente des cellules infectées se manifeste par l'apparition de

lésions vésiculeuses. Les vims ainsi produits dans les lésions primaires vont ensuite

infecter les terminaisons nerveuses et voyager jusqu'au noyau des neurones où ils

peuvent entrer dans un état de latence (Cook et Stevens, 1973). Les génomes viraux

persistent alors dans les neurones sous une forme circulaire ou concatamérique

(Stevens, 1989). L'expression de tous les gènes viraux est réprimée lors de l'infection

latente sauf dans la région codant pour les transcrits associés à la latence (LATs) qui

est encore active (Garciâ-Blanco et al., 1991).

Des études ont démonti-é que les LATs sont essentiels pour une réactivation

efficace des vims herpes dans les neurones (Perog et al., 1994; Pemg et al., 1999).

Les LATs pourraient ainsi protéger ces cellules de l'apoptose induite par l'infection

avec HSV-1, permettant ainsi aux virus d'entrer en latence dans plusieurs neurones.

Au moins trois autres produits de gènes viraux, ICP27 (Aubert et Blaho, 1999), ICP4

(Leopardi et Roizman, 1996) et UgS (Leopardi et al., 1997), sont connus pour

protéger certaines cellules contre l'apoptose. Plusieurs études ont aussi démontré que

les virus herpes simplex peuvent à la fois induire ou inhiber l'apoptose (Shen et

Shenk, 1995; Leopardi et Roizman, 1996; Koyama et MÏwa, 1997; Mastino et al.,

1997; Galvan et Roizman, 1998). Nous savons notamment que plusieurs lignées

cellulaires manifestent des caractéristiques de l'apoptose telle la fragmentation de

l'ADN et la condensation de la chromatine lorsqu'elles sont infectées avec un vims

HSV-1 mutant delete pour les gènes Us3 et a4 (Leopardi et Roizman, 1996; Galvan

et Roizman, 1998). Ces mêmes lignées cellulaires ne manifestent pas de signes

d'apoptose lorsqu'elles sont infectées avec HSV-1 WT. En plus, il a été démontré

qu'une infection avec HSV-1 WT protège certaines lignées cellulaires de l'apoptose

induite par l'anticorps anti-Fas, le TIMF-a, le sorbitol et/ou un choc thermique

(Galvan et Roizman, 1998; Mastino et al., 1997). Des études (Gaîvan et Roizman,
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0 1998; Zhou et Roizman, 2000) ont aussi suggéré que les HSV pourraient induire

l'apoptose à plusieurs niveaux. Les HSV auraient donc développé différents
mécanismes afin de bloquer l'apoptose et assurer la production de nouveaux vims. La

découverte récente par notre laboratoire que la RI protège les cellules A549tTA de
l'apoptose induite par le Fas-L et le TNF-a (Langelier et al., 2001), suggère que cette

protéine permettrait à des cellules infectées par HSV d'échapper à la surveillance du
système immunitaire.

1.2 La ribonucléotide réductase

1.2.1 Caractéristiques et fonction de l'enzyme

La ribonucléotide réductase (RR) est une enzyme essentielle à la synthèse de

l'ADN. Elle catalyse la réduction des ribonucléotides (NDPs) en leurs

désoxyribonucléotides (dNDPs) correspondants (Fontecave, Review 1998). La RR de

classe I retrouvée chez les mammifères, E. coli, et quelques virus à ADN comme

certains herpesviridae (HSV, EBV, VZV), est une holoenzyme de type 02^2 formée

par l'association de deux sous-unités non-identiques nommées RI et R2 (Fontecave et
al.. Review 1992). La grande sous-unité RI contient le site catalytique composé de

cystéines tandis que la petite sous-unité R2 contient deux centres ferriques

dinucléaires essentiels pour la formation de radicaux tyrosyl libres (Elledge et al.,

Review, 1992; Uhlin et Eklund, 1994). La réduction du ribose nécessite un transfert

de radicaux libres de la R2 au site catalytique. Les électrons nécessaires pour la

réduction du ribose sont fournis par les cystéines du site catalytique (Jordan et
Reichard, Review 1998; Uhlin et Eklund, 1994). Les cystéines ainsi oxydées sont
ensuite réduites par des donneurs d'hydrogène, la thiorédoxine et la glutarédoxine
(Holmgren, Review 1985 et 1989).

1.2.2 La RR des virus herpes simplex

0
La RR des vims herpes simplex de type l et 2 (HSV-1 et -2) est aussi

constituée de deux sous-unités nommées RI et R2 qui doivent s'associer pour former
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n l'holoenzyme active (Boehmer et Lehman, Review 1997; Elledge et al., 1992). Des

études ont démontré que la RR est essentielle pour la replication de l'ADN viral dans

les cellules non en division et nécessaire pour une réactivation efficace dans les

neurones (Jacobson et al., 1989; Yamada et al., 1991). La RR des HSV-1 et -2 n'est

pas régulée allostériquement contrairement à la RR des mammifères et de E. coli

(Fontecave, Review 1998 ). Bien qu'elle possède des homologies plus ou moins

grandes avec la RI de VZV (Nikas et al., 1986), EBV (Baer et al., 1984; Gibson et

al., 1984) et E. coli (Carlson et al., 1984; Sjôberg et al., 1985), la sous-unité RI de la

RR de HSV-1 et -2 se distingue par une extension d'environ 350 a.a. à l'extrémité

NÎÎ2 (Fig. 1) qui est non-essentielle pour l'activité réductase (Conner, MacFariane et

al., 1992). En comparant les RI de HSV-1 et -2, on remarque qu'il y a environ 38%

d'homologies dans la région du domaine NHs et environ 90% d'homologies dans le

domaine réductase (Swain et Galloway, 1986). La limite entre le domaine réductase

et le domaine NHz n'est pas bien précisée (Conner et al., 1993).

1144l 357

HSV-2

vzv
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Humain

0

Figure l: La RI des HSV-1 et -2 possède un domaine NH; unique.
Illustration de la sous-unité RI de la ribonucléotide réductase de virus de la famille
des herpesviridae comme le vims de la varicelle et du zona (VZV), le virus Epstein-
Ban- (EBV) et le vims herpes simplex de type 2 (HSV-2), ainsi que la RI de E. coli et
humaine. La région en noire représente le domaine réductase; la région rayée à
l'horizontale est le domaine NHz de HSV-2; la région en pomtillée représente la
région d'homologies entre les RI de trois herpesviridae (HSV-2, EBV et VZV) tandis
que la région rayée en diagonale est la région d'homologies entre la RI de E. coli et
humaine.
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0 1.2.3 Le domaine NHz

Le domaine NHz de la sous-unité RI de la RR de HSV a souvent été rapporté

comme ayant une activité sérine/thréonine kinase (Paradis et al., 1991; Conner,
Cooper et al., 1992; Smith et al., 1998). La possibilité de se débarrasser de protéines
kinases contaminantes a cependant été démontrée. En effet, la phosphorylation de la

RI entre les a.a. l et 245, serait plutôt le résultat de l'activité kinase de la caséine

kinase 2 (CK2), une protéine copurifiant avec la RI de HSV-2 (Langelier et al.,
1998).

Le rôle du domaine NHz dans la replication et la pathogénèse de HSV n'a pas

encore été déterminé. Cependant, plusieurs observations laissent suggérer que la RI

pourrait jouer un rôle important au tout début de l'infection, autre que son implication
dans l'activité réductase de l'enzyme (Conner, 1999). Par exemple, nous savons que

les deux sous-unités de la RR de HSV ont différentes cinétiques d'expression. La R2
est une protéine précoce et son pic d'expression est situé 6 à 12 h post-infection (p.i.)
tandis que la RI est une protéine très précoce, synthétisée à partir de 2 h p.i.
(Clements et al., 1977; Wymer et aï., 1989). En plus, nous savons que la localisation
intracelltdaire de la RI est distincte de celle de l'en2yme active (Conner et al., 1995).

Récemment, notre laboratoire a observé que la RI de la RR de HSV a un potentiel
antiapoptotique (Langelier et al., 2001). Le domaine réductase et le domaine NHz
unique de la RI de la RR de HSV sont essentiels pour son activité antiapoptotique.

l J L'apoptose

u

Deux modes de mort cellulaire sont connus: la nécrose et l'apoptose.

L'apoptose est une mort cellulaire programmée qui est génétiquement conservée

parmi les espèces et qui se distingue de la nécrose notamment par la formation de

corps apoptotiques, la perte de volume cellulaire, la perte d'adhésion cellulaire, la
condensation de la chromatine et la fi"agmentation de l'ADN (Jacobson, Review

1997; Raff, Review 1992). Pour ce qui est de la nécrose, elle se caractérise par
1'augmentation du volume cellulaire suivi de la lyse de la cellule et de la dégradation
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aléatoire de l'ADN (Kroemer et al.. Review 1997). Les voies de l'apoptose doivent
être très bien régulées afin de maintenir l'homéostasie entre le nombre de cellules qui
meurent par apoptose et le nombre de cellules qui sont produites par la multiplication

cellulaire. Des problèmes peuvent survenir quand un déséquilibre se produit; c'est le
cas du cancer, où il y a ime prolifération cellulaire incontrôlée et des maladies de

neurodégénérescence, où de nombreux neurones sont détruits par apoptose
(Thompson, Review 1995; Stefanis étal., Review 1997; Willie, Review 1999).

1.3.1 Regulation de lîapoptose

Les mécanismes moléculaires de base de l'apoptose ont d'abord été identifiés

chez C. elegans où quatre gènes contrôlent le programme général de l'apoptose: Ced-
9, Ced-4, Ced-3 et Egl-1 (Yuan et Horvite, 1990 et 1992; Hengartner et al., 1992). La
protéine antiapoptotique Ced-9 est localisée au niveau de la mitochondrie. Elle trappe
le complexe Ced-4 et Ced-3 et l'inactive. Si la protéine Egl-1 (proapoptotique)
interagit avec la protéine Ced-9, le complexe Ced-4 et Ced-3 se trouve libéré dans le
cytoplasme (Conradt et Horvitz, 1998). La caspase Ced-3 va alors s autoactiver et
mener à l'apoptose (Kroemer et al.. Review 1997). Chez les mammifères des
homologues de ces protéines ont également été identifiés démontrant que ce
phénomène est hautement conservé panni les espèces animales. Par exemple, Bcl-2 et
Bcl-XL sont des homologues de Ced-9 antiapoptotiques tandis que Bax et Bak sont
des homologues de Ced-9 proapoptotiques (Lutz, Review 2000). Pour ce qui est des
homologues de Egl-1 proapoptotiques. Bid et Bad constituent de bons exemples
(Lutz, Review 2000). La protéine Apaf-1 est un homologue de Ced-4 à avoir été
identifié chez l'humain (Zou et al., 1997).

1.3.2 Les caspases

0

Pour ce qui est des homologues de Ced-3, il en existe 12 chez l'humain. Ce

sont des caspases, c'est-à-dire des cystéines protéases synthétisées sous la forme de
pro-enzymes qui doivent être clivées à au moins deux endroits (des résidus



7

0 aspartiques) pour être actives. L'enzyme active est un tétramère constitué de deux

grosses sous-unités et de deux petites sous-unités (Stennicke et Salvesen, Review

1999). Les caspases dites activatriœs (ex. caspases 8 et 9) ont des pro-domaines

(DED ou CARD) à l'extrémité NHz ce qui pennet aux caspases d'etre recmtées. Les

caspases efifectrices (ex. caspases 3 et 7) n'ont pas de tels pro-domaines (Chang et

Yang, Review 2000; Stennicke et Salvesen, Review 1999).

U.3 Les phases de l'apoptose

L'apoptose est constitué de trois phases. La première, la phase d'initiation,

correspond à ce qui déclenche l'apoptose comme un ligand pour un récepteur de mort

cellulaire ou un dommage à l'ADN. La deuxième phase est celle d'engagement ou

d'activation. Durant cette phase des molécules comme Bcl-2, Bax et Bcl-XL sont

impliquées dans la décision de la cellule à mourir ou à survivre. Dans le cas où

l'apoptose serait déclenchée, les caspases activatrices se trouvent alors clivées.

Ensuite vient la phase d'exécution où la cellule entre vraiment en apoptose. Les

caspases effectrices sont activées et elles vont digérer leurs substrats cellulaires qui

sont soit cytoplasmiques, nucléaires ou organelles (Kroemer et al.. Review 1997;
Jacobson, Review 1997).

1.3.4 Les récepteurs de mort cellulaire

0

Plusieurs voies peuvent mener à l'apoptose comme celle qu'empmnte

l'activation des récepteurs de mort cellulaire. Les récepteurs les mieux connus sont

ceux de Pas et du TNT. Quand le récepteur Fas est activé par la liaison de son ligand

FasL, il y a trimérisation du récepteur et recmtement de la protéine FADD au niveau
du domaine de mort (DD) du récepteur (Singh et al., Review 1998). La protéine
FADD qui a également un DD et un DED ("death effector domain") peut ensuite

recmter la caspase 8 grâce à son DED (Muzio et al., 1996). Une fois la caspase 8 liée
et activée, elle peut cliver et activer des caspases effectrices comme les caspases 3, 6
et 7 (Srinivasula et al., 1996).
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Pour ce qui est du récepteur TNF, son principe d'activation est sensiblement le

même que celui du récepteiir Fas. Dans ce cas-ci, le ligand est le TNF-a et une fois le

récepteur dimérisé, il y aura recrutement et activation des protéines TRADD, suivi de

RIP, RAIDD/CRADD et finalement de la caspase 2 ou encore de TRADD/FADD et
de la caspase 8 (Ahmad et ai., 1997; Singh et ai. Review 1998). L'activation du
récepteur TNF initie l'apoptose et active simultanément le facteur de transcription
NF-KB qui supprime l'apoptose en induisant l'expression de la protéine BCI-XL

(Glasgow et al., 2001; Mon et al., 2001). NF-KB est aussi impliqué dans la réponse

inflanunatoire en activant la transcription de plusieurs gènes (Baker et Reddy, Review
1998; Santoro, Review 1999).

0

1.3.5 Les protéines adénovirales antiapoptotiques

L'adénovirus code pour plusieurs protéines qui protègent de l'apoptose induite

par le TNF-a comme ElB-19kDa, E3-14.7kDa et E3-10.4kDa/14.5fcDa (Barry et

McFadden, Review 1998). Jusqu'à maintenant des études suggèrent que le potentiel

antiapoptotique de ElB-19kDa se manifeste d'une manière similaire aux protéines

BCÏ-XL et Bcl-2 (Huang et al., 1997; Bany et McFadden, Review 1998). En effet,
ElB-I9kDa interagit avec différentes protéines proapoptotiques de la famille Bcl-2
comme Bax et Bik (Farrow et al., 1995; Barry e McFadden, Review 1998). La

localisation de ElB-19kDa au niveau des membranes du noyau et du réticulum

endoplasmique semble nécessaire pour que ElB-19kDa manifeste son efifet
antiapoptotique (Rao et al., 1997).

La protéine adénovirale E3-14.7kDa est reconnue comme étant capable de

protéger de l'apoptose induite par une surexpresion de Fas-L, de FADD ou de caspase
8 (Wold, Review 1993; Chen et al., 1998). Jusqu'à maintenant, nous savons que la

protéine E3-14.7kDa interagit avec la procaspase 8, FIP-1 (une petite protéine qui lie

le GTP) et FIP-2, une nouvelle protéine avec de multiple domaines leucine-zipper
(Chen et al., 1998; Li et al., 1998; Li et al., 1997), ce qui suggère que le potentiel

antiapoptotique de E3-14.7kDa se manifeste en agissant au niveau de ces protéines
pour empêcher l'activation subséquente des caspases effectrices menant à l'apoptose.
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Pour ce qui est des protéines adénovirales 10.4k et 14.5k, nous savons que la

coexpression de ces deux protéines est nécessaire pour qu'elles soient capables de

protéger de l'apoptose induite par le TNF-a et le Fas-L (Shisler et al., 1997; Wold,

1993). Cette interdépendance entre les deux protéines laisse suggérer qu'elles
exercent leur pouvoir antiapoptotique en agissant sous la forme d'un complexe

(Tollefson et al., 1991). Le complexe 10.4k-14.5k induit l'intemalisation et la

degradation du récepteur Pas par les endosomes ou les lysosomes (Elsing et Burgert,

1998). Par contre, il n'est pas clair si le complexe interagit directement avec le

récepteur Pas QU de manière indirecte via une molécule adaptatrice associée au

récepteur. Il n'est cependant pas démontré si ce complexe peut faire de même avec le
récepteur du TNF-a (Elsing et Burgert, 1998).

1.4 L'agrégation des protéines

L'accumulation de protéines mal repliées peut survenir suite à plusieurs

phénomènes comme un stress thermique (Vidair et al., 1996), osmotique ou oxidatif
(Buchner, 1996). D'autres facteurs comme une mutation dans la protéine (Wetzel,

Review 1994) ou l'inhibition spécifique de la dégradation des protéines peuvent

également mener à l'accumulation de protéines mal repliées qui ont le potentiel de

former des agrégats (Ellis et Hartl, Reyiew 1999; Dobson et Elhs, 1998). Les

protéines mal repliées exposent à leur surface des sites hydrophobes qui sont
normalement maintenus à l'intérieur de la stmcture de la protéine ou à l'interface

avec d'autres sous-unités (Wetzel, Review 1994). L'exposition de ces sites

hydrophobes dans un environnement aqueux amène les protéines à adopter des

conformations alternatives non-natives, et augmente la force d'attraction entre les

molécules (Clark et Muchowski, Review 2000). Ces protéines mal repliées peuvent

alors interagir entre elles pour former des agrégats qui sont souvent très difRciles à
dégrader ou à déplier (Clark et Muchowski, Review 2000).

0
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1.4.1 Maladies associées à l'agrégation de protéines

Jusqu'à maintenant, l'agrégation des protéines a été associée à plusieurs

pathologies comme les maladies de neurodégénérescence incluant les maladies

d'Huntington (Reddy et al., 1999), Parkinson (Renkawek et al., 1999), Alzeimer et

Creutzfeldt-Jakob (Carroll et Lomas, Review 1997); les maladies associées aux

prions (Radford et Dobson, 1999), la fibrose kystique (Wigley et al, 1998), la

formation de cataractes (Litt et al., 1998) et la myopathie reliée à la desmine (DRM)

(Quinlan et Van Den Ijssel, 1999). Toutes ces maladies se caractérisent par

1'accumulation d'une protéine mal repliée dans le noyau (ex. maladie d'Huntington)

ou le cytoplasme (ex. Parkinson) des cellules (Kaytor et Warren, Review 1999).

1.4.1.1 Maladies associées aux répétitions CAG

Parmi ces maladies, huit d'entre elles (incluant la maladie d'Huntington (HD),

l'ataxie spinocérébellaire (SCA-1), l'atrophie musculaire spinale bulbaire (SBMA) et
l'atrophie dentatorubrale et pallidoluysiane (DRPLA) sont causées par l'expansion
d'une répétition de trois nucléotides (CAG) menant à la synthèse d'une protéine
mutée contenant une extension de polyglutamines (Persichetii et al., 1995; On" et al.,
1993; Bêcher et al.. Review 1997; Stenoien et al., 1999). Par exemple, lorsque le
nombre de répétitions CAG excède 35 pour le gène huntingtine, celui-ci code pour
une protéine menant à la maladie d'Huntington (Persichetti et al., 1995). Malgré le
fait que les gènes responsables et les syniptômes soient différents pour chacune de ces
pathologies, celles-ci possèdent plusieurs caractéristiques en commun. L'expression
des protéines contenant des polyglutamines mène notamment à l'atrophie et en la
perte de populations neuronales spécifiques par apoptose ainsi qu'à la fonnation
d'inclusions contenant la protéine mutante (Skinner et al., 1997; Mangiarini et al.,
1997).

0
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0 1.4.1.2 Recrutement des chaperonnes et constituants du protéasome

Plusieurs observations suggèrent qu'au cours de ces pathologies, il y aurait

une distribution différente des protéines chaperonnes et des constituants du

protéasome. Les inclusions de protéines ARQ48 (récepteur androgénique responsable

de la SBMA) accumulent les chaperonnes HSP70, HSP90 et HDJ-2/HSDJ (Stenoien

et al., 1999). En plus, les agrégats associés aux pathologies SCA1, SCA3 (ataxie

spinocérébellaire de type l et 3) contiennent également des molécules chaperonnes

comme HSP70 et des constituants du protéasome, suggérant ainsi que le repliement

anormal de ces protéines mènerait à leur agrégation et au recmtement des constituants

du protéasome (Cummings et al., 1998). L'importance du système ubiquitine-

protéasome dans les maladies de neurodégénérescence a récemment été démontré. En

effet, des mutations affectant ce système, cause ou empire des maladies de

neurodégénérescence (Cummings et al., 1999; Leroy et al., 1998; Saigoh et al.,

1999). En plus, une mutation dans une petite protéine chaperonne (SHSP) a aussi été

rapportée comme étant responsable de la DRM (Quinlan et Van Den Ijssel, 1999) et

de la formation de cataractes (Litt et al., 1998).

1.4.1.3 Inclusions de protéines agrégées et apoptose

u

En effet, le mécanisme par lequel l'agrégation de protéines pourrait tuer les

cellules ou encore être responsable de ces maladies, reste encore très obscur (Clark et

Muchowski, Review 2000). Bien que la formation d'inclusions intracellulaires de

protéines ubiquitinées est une caractéristique importante des maladies à

polyglutamines, des études suggèrent que ceux-ci ne soient pas responsables de la

maladie et de l'apoptose. La fonnation d'inclusions serait une tentative de la cellule

d'empêcher l'effet toxique de la protéine mutée (Saudou et al., 1998; Klement et al.,

1998; Klement et al., 1999; Cummings et al., 1999). Par contre une autre étude, celle-

ci portant sur la formation d'agrégats d'huntingtine dans le cas de la maladie

d'Huntington, a été associée à l'apoptose et à l'activation de la caspase 8 (Sànchez et
al., 1999). Etant donné la toxicité de ces agrégats, les cellules possèdent des
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mécanismes pour prévenir ou éliminer leur formation comme les protéasomes et les
protéines chaperonnes.

1.4.2 Le protéasome

1.4.2.1 Description et fonction

Le protéasome 26S catalyse la dégradation des protéines endommagées ou

mal repliées, des protéines régulatrices de courte demi-vie comme celles impliquées

dans le contrôle du cycle cellulaire et la signalisation et la génération de peptides

antigéniques destinés à la présentation par les CMH de classe l (Ceux et al.. Review

1996; Hochstrasser, Review 1996). Le protéasome 26S est constitué de 2 sous-

complexes majeurs, le protéasome 20S et le complexe régulateur (PA700 et/ou PA28)
(Baumeister et al.. Review 1998). Le protéasome 20S est un cylindre creux de 700

kDa qui constitue le noyau catalytique de la protéase tandis que PA700, aussi appelé
19S, est un complexe régulateur de 700 kDa composé de 20 sous-unités qui

s'associent aux extrémités du protéasome 208 (Coux et al.. Review 1996). Les sites

catalytiques sont donc situés à l'intérieur du cylindre, et il faut y accéder par les deux

étroites ouvertures situées aux extrémités du cylindre qui sont gardées par les sous-
unités régulatrices (Wenzel et Baumeister, 1995).

La dégradation des substrats par le protéasome nécessite la conjugaison
d'ubiquitine à la protéine mal repliée, réaction qui est réalisée à l'aide de trois
enzymes (Ciechanover, Review 1994). La chaîne polyubiquitine sert alors de signal
pour la reconnaissance du peptide destiné à être dégradé par le protéasome. PA700
reconnaît, lie et clive les chaînes polyubiquitines et fonctionne pour augmenter la

degradation des protéines, probablement en dépliant ou en transloquant les substrats
dans la cavité centrale du protéasome (Hochstrasser, Review 1996).

Il existe aussi un autre complexe régulateur appelé PA28 ou 11 S. Celui-ci est

un complexe hétérohexamérique qui a la forme d'un anneau et qui lie le protéasome
dans une orientation similaire à PA700 (Gray et al., 1994). PA28 n'a pas besoin de
substi'at ubiquitiné car il fonctionne pour augmenter la présentation au protéasome
des courts peptides plutôt que des grosses protéines, ce qui explique son rôle dans la
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production et la présentation des antigènes (Dick et al., 1996). Bien que la majorité

des protéines destinées à être dégradées par le protéasome sont généralement

multiubiquitinées, il existe également des protéines dégradées par le protéasome de

manière ubiquitine-indépendante. (Ciechanover, Review 1994; Roberts, 1997;
Bercovich^a/., 1989).

1.4.2.2 Les inhibiteurs de protéasomes

0

La lactacystine est l'inhibiteur de protéasome le plus spécifique. Elle inhibe

trois des cinq activités peptidases majeures du protéasome (Fenteany et al., 1995).

Les inhibiteurs de protéasomes (IP) induisent l'apoptose dans certaines lignées
cellulaires et l'inhibent dans d'autres (Grimm et al., 1996; Drexler, 1997, Meriin et al,

1998). Nous savons maintenant que les IP activent la voie des kinases de stress JNK

("c-Jun N-tenninal Kinase") menant à l'apoptose et, en même temps, induisent

1'expression des protéines chaperonnes HSP70 et HSP72 qui suppriment l'activation

de la voie JNK (Meriin et al., 1998). La décision de mort par apoptose réside donc

dans la fine balance entre les signaux proapoptotiques et antiapoptotiques. Un choc

thermique, un stress oxidatifou les UV induisent aussi l'apoptose par l'activation des

JNK (Kyriakis et Avmch, Review 1996; Denhardt, Review 1996) mais l'apoptose

induite par le Fas-L et le TNF-a est JNK-indépendante (Liu et al., 1996).

Etant donné que le protéasome assure la dégradation d'importantes protéines
régulatrices comme la cycline B, p53, p21cipl et p27Kir>l, Bik et Bax (Pagano et al.,
1995; Yaglom et al., 1995; Deshaies et al, 1995; Scheffiier et al., 1993; Seufert et
al.,1995; Li et Dou, 2000; Marshansky et al., 2001), il a été suggéré que

l'accumulation de0 ces protéines en présence d'IP serait responsable de l'apoptose.

Bien que certaines études (Grimm et al., 1996; Meriin et al., 1998) démontrent qu'il
n'y a pas d'accumulation de l'ensemble des protéines de courtes demi-vie ou de la
protéine p53, en présence de concentrations d'IP qui induisent l'activation des JNK,
d'autres expériences (Lopes et al., 1997) au contraire, démontrent qu'il y a bien une

accumulation de p53 en présence d'IP. Par contre, nous savons que certaines
protéines très instables comme I-KB, l'inhibiteur de NF-KB, s'accumulent en présence
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d'BP (Meriin et al., 1998). Le protéasome semble impliqué directement dans la

regulation de la transcription en dégradant les protéines NF-KB et I-KB et les facteurs

de transcription c-Fos et c-Jun (Palombella et al., 1994; Treier et al., 1994;
Stancovski et al., 1995).

1.4.3 Les protéines chaperonnes induites par un choc thermique (HSPs)

Les protéines HSPs jouent un rôle important dans la prévention de

l'agrégation des protéines en favorisant leur repliement. Certaines de ces HSPs sont

exprimées de manière constitutive dans les conditions nonnales de croissance

cellulaire car elles sont impliquées dans l'assemblage, le repliement et la translocation
de protéines cellulaires tandis que d'autres HSPs sont surtout synthétisées dans des

conditions de stress. Les HSPs sont particulièrement impliquées dans la

thermotolérance (Santoro, Review 2000; Mommoto et al., 1994). Les HSPs peuvent

également favoriser la dégradation des protéines agrégées par le protéasome. En effet,

l'ubiquitination de certaines protéines comme CFTR (Yang et al., 1993; Bercovich et

al., 1997) dépendrait de HSP70. Les HSPs qui ont une activité chaperonne sont

divisées en six classes selon leur poids moléculaire: HSP100, HSP90, HSP70,
HSP60, HSP40 et les SHSPs (Santoro, Review 1999).

u

1.4.3.1 Les différentes classes de HSPs

Les HSPs70 ont toutes la capacité de lier l'ATP et leur synthèse est augmentée

lors d'un choc thermique, tout particulièrement celle de HSP72 ^oseley, Review
2000). La HSP73 est exprimée de manière constitutive et est très abondante dans le

cytoplasme et le noyau (Moseley, Review 2000; Beere et Green, Review 2001). Elle

est impliquée dans la refonnation des vésicules de clathrine (Beere et Green, Review

2001). HSP60 est l'homologue mammalien de la protéine GroEL chez les bactéries

(Morrimoto et al., 1994). HSP90 est très abondante dans le cytoplasme et forme
notamment une association transitoire avec la tyrosine kinase (Morrimoto et al.,

1994; Koyasu et al., 1986). Pour ce qui est de HSP100, elle est constitutivement
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0 exprimée mais sa synthèse augmente de 5 fois lors d'un choc thermique. HSP100
peut se lier aux filaments d'actine tout comme HSP90 (Koyasu et al., 1986).

Finalement, il y a les SHSPs qui préviennent également l'agrégation et
stabilise les protéines non-natives. Les SHSPs sont très efficaces pour prévenir
l'agrégation de protéines à cause de leur haute capacité de liaison (plus qu'une
molécule de substrat par sous-unité SHSP) (Lee et al., 1997). Par contre, on ne sait
toujours pas comment le substrat se lie à la chaperonne; probablement psa des sites de
liaison partiellement exposés à la surface étant donné que le volume à l'intérieur de la
sphere est trop petit pour la quantité de protéines contenues dans les autres HSPs
(Saibil, Review 2000).

1.4.4 Les petites protéines chaperones induites par un choc

thermique (SHSPs)

1.4.4.1 Fonctions et caractéristiques des SHSPs

Les SHSPs ont été décrites comme étant des molécules chaperonnes qui ont

plusieurs propriétés. Elles peuvent stabiliser les microtubules, moduler l'assemblage
de l'actine et des filaments intermédiaires (Miron et al., 1991; Nicholl et Quinlan,
1994), stabiliser des ARN (Nover et al., 1989) et elles augmentent les chances de
smvie au stress oxydatif ou thermique (Landry et al., 1989; Mehlen et al., 1995).
Elles peuvent également diminuer la production des ROS ("reactive-oxygen species")
et augmenter le contenu cellulaire de glutathione antioxydant (Mehlen et al., 1996).

Les SHSPs sont des protéines abondantes et ubiquitaires dont le poids
moléculaire varie de 12 à 43 kDa (MacRae, Review 2000). Elles sont trouvées en
larges complexes de 200 à 800 kDa et partagent une séquence d'environ 100 residues
qui est très conservée parmi les espèces. Cette séquence d'abord frouvée dans la
protéine a-cristallin des vertébrés a ainsi été nommée le domaine a-cristallin ou
domaine des SHSPs. Ce domaine est situé dans la région C-terminale des SHSPs
(dark et Muchowski, Review 2000; MacRae, Review 2000).

0
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0

1.4.4.2 La structure moléculaire

Le domaine C-terminal a-cristallin des SHSPs est largement composé de brins

p disposés en deux feuillets qui contribuent à l'interface de dimérisation tandis que le

domaine N-terminal est très peu conservé. Le domaine a-cristallin est suivi d'une

extension C-tenninale flexible de sequence et de longueur variable (Berengian et al.,

1999; Kim et al., 1998). La seule structure moléculaire de SHSP qui a été déterminée

par cristallographie aux rayons X est celle de la protéine MJHSP16.5 (Kim et al.,

1998). Celle-ci est constituée d'un complexe sphérique creux de 24 sous-unités avec

huit fenêtres triangulaires et six fenêtres carrées. Ces fenêtres sont assez larges pour

permettre à de petites molécules et même à des chaînes peptidiques assez longues de

rentrer à l'intérieur de la sphère (Kim et al., 1998; dark et Muchowski, Review

2000). Cette structure de coquille sphérique semble être conservée parmi les

différents membres de la famille; par exemple, la protéine a-cristallin humaine serait

constituée d'une sphère creuse de 32-mers (Haley et al., 1998) tandis que la protéine

HSP25 est le plus souvent reû-ouvée sous la fonne oligomérique de 16-mers

(Ehmsperger et ai., 1999).

La stabilité et la stmcture oligomérique des SHSPs ont été bien étudiées chez

la protéine chaperonne HSP25, révélant ainsi que les stmctures tertiaires et

quaternaires de HSP25 formant des structures hexadécamériques sont rapidement

perdues de façon réversible tandis que la structure secondaire demeure très stable.

Ces oligomères fonnés de tétramères sont en équilibre concentration-dépendante avec

les dimères, indiquant que les dimères sont l'unité de base pour la formation des

oligomères (Ehmsperger e/ûf/., 1999).

A de fortes températures, les oligomères de HSP25 augmentent en masse

moléculaire (Ehmsperger et al., 1999). Ces complexes cytoplasmiques d'environ 1,3

MDa déjà rapportés dans la littérature (Arrigo et al., 1988; Collier et al., 1988; Lavoie

et al., 1995) se redistribuent au noyau ou à l'espace périnucléaire durant un choc

thermique. La formation d'oligomères et la relocalisation de ceux-ci au cours d'un

choc thennique semble être très répandu parmi les différents membres de la famille

SHSPs et, dans tous les cas, c'est un phénomène réversible (Ehmsperger et al., 1999).
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De récentes études laissent suggérer que l'assemblage des dimères, trimères,

et tétramères de SHSPs dépend de la structure secondaire des éléments conservés

dans le domaine a-cristallin (Liu et Welsh, 1999; Boelens et al., 1998) tandis que

1'assemblage des sous-unités en oligomères dépend de la partie N-terminale (Leroux,
Melki et al., 1997; Leroux, Ma et al., 1997). En effet, le domaine a-cristallin serait

nécessaire pour l'oligomérisation des SHSPs en favorisant l'interaction monomère-
monomère tandis que le domaine N-terminal permettrait aux monomères d'interagir
ensemble pour former une cavité centrale (Leroux, Melki et al., 1997). Le domaine a-

cristallin étant un motif commun nécessaire pour l'assemblage des multimères, cela
expliquerait la possibilité de former des oligomères hétérogènes provenant d'espèces
différentes de SHSPs (Zantema et al., 1992). Ces hétéro-oligomères peuvent se

dissocier à de fa-ès fortes températures et se réassembler après dénaturation (Merck et
al., 1993).

1.4.4.3 L'activité chaperonne des SHSPs

0

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer comment les SHSPs

peuvent protéger d'autres protéines de la dénaturation. Il a d'abord été proposé que

des protéines pourraient être emprisonnées sur ou dans la sphère au cours de

l'assemblage des sphères creuses (Klm et al., 1998). D'autres chercheurs ont

également suggéré que les SHSPs auraient comme rôle de se lier aux protéines mal
repliées pour ainsi bloquer leur précipitation et permettre leur renaturation avec
l'assistance de d'autres chaperonnes (MacRae, Review 2000).

Nous savons maintenant que l'oligomérisation est un prérequis pour l'activité
chaperonne maximale des SHSPs (Haley et al., 1998; Leroux, Ma et al., 1997). Des

études récentes suggèrent que les SHSPs se lieraient hydrophobiquement avec leurs
protéines cibles via le domaine a-cristallin (Sharma et al., 1998). En effet, ces sites

hydrophobes probablement situés dans les crevasses de l'oligomère se trouveraient

davantage exposés à la surface de l'oligomère sous l'action de la chaleur permettant
ainsi aux protéines cibles de s'y lier (Raman et al., 1995; Das et Surewicz, 1995;

Raman et Rao, 1997). La dénaturation partielle des SHSPs est déjà connue pour
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0 provoquer des changements de conformation de celles-ci et augmenter par le fait

même leur activité chaperonne. Certains stress comme la chaleur pourrait ainsi causer

des rearrangements, des transitions dans la structure quaternaire des SHSPs

augmentant ainsi leur activité chaperonne (Raman et al., 1995; Das et Surewicz,

1995; Raman et Rao, 1997).

1.5 Description du projet

0

En comparant la structure de la sous-unité Rî de la RR chez différentes

espèces (Fig. 1), nous constatons que la RI de HSV-1 et -2 se distingue par une

extension unique de 350 a.a. à l'extrémité NH2 (Nikas et al., 1986; Baer et al., 1984;

Gibson et al., 1984; Carison et al., 1984; Sjôberg et al., 1985). Cette extrémité NH2

est non-essentielle pour l'activité réductase de l'enzyme (Conner, MacFarlane et al.,

1992). Afin de déterminer la fonction de ce domaine NH;, notre laboratoire (Massie

et al., 1998) a procédé à une deletion de cette extension du 2 au 357^ a.a. en se basant
sur les régions d'homologies des différentes RI (Fig. 2). Les premières tentatives en

vue d'exprimer la RI tronquée à l'aide de recombinants adénovirus standards ont

échoué laissant suggérer que cette protéine pouvait être toxique pour les cellules. En

utilisant des recombinants adénovirus inductibles grâce au système de régulation par

la tétracyclme, nous avons constaté qu'une deletion de cette elongation génère une

protéine R1(A2-357) qui induit l'apoptose dans des cellules A549tTA (Massie et al.,

1998). De plus, il a été démontré que la RI pleine longueur inhibe l'apoptose induite

par la R1(A2-357) et celle induite par le Fas-L et le TNF-a (Langelier et al., 2001).

Ces résultats suggèrent que, en plus de sa fonction réductase essentielle à la

replication du virus, la sous-unité RI pourrait contribuer à la propagation virale en
prévenant l'apoptose induite par le système immunitaire.

Nos premières expériences en vue de caractériser les protéines RI et R1(A2-

357) ont démontré que la protéine R1(A2-357) formait de grosses inclusions

cytoplasmiques tandis que la RI est localisée de manière diffuse dans le cytoplasme.

Cette observation laissaient suggérer que la R1(A2-357) était une protéine insoluble et

que l'accumulation de protéines mal repliées dans les cellules pouvait être
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responsable de l'apoptose. Mon projet consistait donc à vérifier la validité de cette
hypothèse et élucider le mécamsme par lequel la R1(A2-357) induit l'apoptose.

Nous avons créer des protéines RI portant des deletions jusqu'aux positions

398 et 496 (Fig. 2) et vérifier si ces protéines R1A auraient un meilleur repliement et

par conséquent seraient moins proapoptotiques que la R1(A2-357). Nous pouvons

finalement conclure que les protéines R1(A2-357), R1(A2-398) et R1(A2-496) sont

des protéines agrégées et ubiquitinées mais il n'y a pas de corrélation entre leur

insolubilité et leur toxicité. Nous avons également constaté que l'apoptose induite par

la R1(A2-357) n'impliquait pas de protéines de l'adénovirus. La carence en sérum,

1'addition de cycloheximide ou de clasto-lactacystine-p-Iactone augmente l'apoptose

induite par la R1(A2-357) dans les cellules A549tTA tandis que la protéine

antiapoptotique adénovirale E3-14.7kDa protège de l'apoptose induite par la R1(A2-

357). Un choc thermique et la surexpression de la protéine HSP70 ne diminue pas

l'apoptose induite par la R1(A2-357). En étudiant le mécanisme d'induction de

l'apoptose des protéines RI As, nous avons constaté qu'il n'y a pas de cascade

d'activation des caspases commune à ces protéines agrégées. Par contre, il y a

activation et recmtement de la caspase 8 au niveau des inclusions de R1(A2-357). La

RI a un potentiel antiapoptotique en empêchant l'activation des caspases par les RlAs

et la relocalisation de la caspase 8 dans les inclusions de Rl(A2-357).

0
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Figure 2: Deletions effectuées sur la sous-unité RI de HSV-2.
Illustration des différentes deletions réalisées sur la sous-unité RI de la RR de HSV-2
en vue de construire différents recombinants adénovirus exprimant des domaines
réductases (en noir) de la sous-unité RI de différentes longueurs. Les deletions ont été
effectuées à partir du 2e a.a. jusqu'à la position 357 (R1(A2-357), 398 (R1(A2-398) ou
496 (R1(A2-496). La région en pointillée représente la région limite entre le domaine
réductase et le domame NN2 (entre les a.a. 368 et 402) qui reste à être précisée. La
région rayée à la verticale représente le domaine hydrophobe de la RI, la région
blanche est riche en praline ("P box") et la région rayée en diagonale est riche en sites
phosphorylés par la caséine kinase 2 (CK2).
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2. Matériel et méthodes

0
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0 2.1 Cellules

La majorité des expériences ont été effectuées avec les cellules A549tTA, une
lignée de cellules épithéliales humaines dérivées de poumons, tandis que les

transfections ont été réalisées avec la lignée cellulaire de carcinome cervical humain

HeLatTA. Ces deux lignées cellulaires, gracieusement fournies par le Dr Bernard
Massie de l''Institut de recherche en biotechnologies (ÏRB), ont intégré le plasmide

codant pour la protéine hybride tTA (tetracycline Trans-Activateur), un

transactivateur formé par la fusion du domaine d'activation de la protéine VP 16 de

HSV et le répresseur têt de E.coli (Gossen et ai, 1994). Cette protéine tTA peut en

absence de tétracycline, se lier aux éléments de réponse à la tétracycline en amont du

promoteur CMV minimal et ainsi réguler l'expression de notre gène d'intéret (Gossen
etal.,ï994).

Les passages de cellules HeLatTA étaient effectués dans des boîtes de Pétri de
150 mm (Sarstedt ou Falcon), à une densité de l x 10 cellules dans 20 ml de milieu
DMEM (Dulbecco's minifflum essential medium) (Cellgro) + 10% de sénun de veau

fetal (SVF) "Têt System Approved" (Clontech) avec 350 ^ig/ml de Geneticine (Life

Technologies). Les passages de cellules A549tTA étaient également effectués dans
des boîtes de 160 mm, mais à une densité de 2 x 10 cellules dans 20 ml de milieu
DMEM (Cellgro) + 8% SVF "Têt System Approved" (Clontech) avec 30 (Ag/ml de

phléomycine (Sigma). Les lignées cellulaires étaient incubées à 37°C avec 5% CÛ2.

Le repiquage était réalisé avec 5 ml de trypsine-EDTA (Gibco BRL) deux fois par
semaine pour les cellules HeLatTA et A549tTA.

2.2 Vecteurs adénovirus

u

Les vecteurs Ad5TR5 code pour une protéme d'intérêt sous le contrôle d'un

promoteur TR5 qui a les éléments de réponse à la tétracycline tandis que les vecteurs

Ad5TR5-K7-GFPQ sont des doubles cassettes, c'est-à-dire qu'ils ont en plus du

promoteur TR5 qui contrôle l'expression de la protéine d'intérêt, un deuxième

promoteur CMV qui exprime de manière constitutive la protéine GFP. Les vecteurs
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0 AdCMV5 exprime de manière constitutive la protéine d'intérêt. Dans ce travail, 7

adénovims recombinants différents ont été utilisés: Ad5TR5-Rl, codant pour la sous-

unité RI de la ribonucléotide réductase de HSV-2; Ad5TR5-Rl(A2-357) codant pour

la RI délétée à partir du 2e jusqu'au 357e acide aminé [R1(A2-357)]; Ad5TR5-Rl(A2-

398)-K7-GFPQ codant pour la RI delétée pour les a.a. 2 à 398 [R1(A2-398)];

Ad5TR5Rl(A2-496)-K7-GFPQ codant pour la RI délétée pour les a.a. 2 à 496

[R1(A2-496)]; Ad5TR5-Hsp70 codant pour la protéine chaperonne Hsp70; AdCMV5-

Fas-L codant pour le ligand du récepteur Pas et finalement AdCMV5-14.7k codant

pour la protéine de l'adénovirus E3-14.7kDa. Les vecteurs adénovirus Ad5TR5-

Hsp70, AdCMV5-Fas-L et AdCMV5-14.7k ont été constmits dans le laboratoire du

Dr Bernard Massie de l'IRB. Les autres vecteurs adénovims ont été constmits dans

notre laboratoire dont Ad5TR5-Rl et Ad5TR5-Rl(A2-357) l'ont été en collaboration

avec le laboratoire du Dr Bernard Massie (Massie et ai, 1998).

2.3 Vecteurs pour les transfections

Les vecteurs qui ont été utilisés pour les transfections sont les suivants:

pAdCMV5-Rl(A2-357) exprimant de façon constitutive la protéine (R1(A2-357);

pA(}CMV5-(jFPQ exprimant de manière constitutive la protéine GFP (Green

Fluorescent Protein); pAdTR5-Rl(A2-357) codant pour la protéine R1(A2-357) sous

le contrôle d'un promoteur qui a les éléments de réponse à la tétracycline; pAdTR5-

GFPQ codant pour la protéine GFP sous le contrôle d'un promoteur régulé par la

tétracycline. Tout ces vecteurs ont été construits àasxs le laboratoire du Dr Bernard
Massie de VïRB.

2.4 Transfections

0

Les cellules HeLatTA furent ensemencées dans des plaques de 6 puits

(Falcon) à une densité de 1,5 x 105/puits dans 2 ml de milieu DMEM (Cellgro) 10%
SVF "Têt System Approved" (Clontech). Le lendemain de l'ensemencement l h

avant la transfectioii, le milieu fut aspiré et remplacé par du milieu frais DMEM +
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10% S VF. Le mélange pour la transfection était composé de l'ajout successif de 94 [il
de milieu DMEM (Cellgro) sans SVF, 6 ^1 de FuGENE 6 (Roche) et 2 ^g d'ADN.
Après une incubation de 20 min, la doxycycline (Sigma) était ajoutée si nécessaire
pour avoir une concentration finale de 30 ng/ml. Le mélange fut ensuite déposé par
petites gouttes sur les cellules. Après une incubation de 5 h à 37°C avec 5% CO;, le
milieu fut aspiré et remplacé par 2 ml de milieu frais DMEM +10% S VF.

2.5 Determination des pourcentages de transfections

Pour déterminer les pourcentages de transfections, nous avons utilisé les

vecteurs pAdCMV5-GFPQ et pAdTR5-GFPQ qui expriment la GFP (green
Fluorescent Protein). Il était ainsi possible de détecter les cellules HelatTA
transfectées qui étaient vertes lorsqu'observées à la fluorescence. Les comptes de
cellules vertes étaient réalisés au microscope à fluorescence dans trois champs
différents par boîte de Pétri. Au moins cent cellules étaient comptées par chainps. Les
pourcentages de transfection ont été déterminés en utilisant l'équation suivante:

Pourcentage de transfection Nombre de cellules vertes x 100
Nombre de cellules totales

2.6 Infections

(J

Experience de l'effet de la RI sur l'apoptose induite par les RlAs.

Les cellules A549tTA étaient ensemencées dans des plaques de 6 puits à une
densité de 2 x 105 cellules/puits dans 2 ml de milieu DMEM (Cellgro) + 8% SW
"Têt System Approved" (Clontech). Une première infection avec Ad5TR5-Rl à 10
PFU/ceIlule a été réalisée 24 h après l'ensemencement. Le milieu fut donc aspiré et
remplacé par une suspension virale de 500 yl de milieu DMEM + 8% SVF contenant
la quantité appropriée de virus. Les cellules furent ensuite incubées à 37°C avec 5%

CÛ2 pendant 7 h avec agitation pour pennettre l'adsorption virale. 7 h plus tard, les
cellules furent réinfectées à une MOI de 10 PFU/cellule avec Ad5TR5-Rl(A2-357),
ou à une MOI de 250 PFU/cellule avec Ad5TR5-Rl(A2-398)-K7-GFPQ ou Ad5TR5-
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R1(A2-496)-K7-GFPQ. Après une période d'adsorption de7h, l ml de milieu DMEM

+ 8% S VF fut ajouté par puits et les cellules furent réincubées pendant 17 h dans les
mêmes conditions mais sans agitation.

Experience de solubilité des protéines RI et RlAs

Les cellules A549tTA furent ensemencées dans des boîtes de Pétri de 100 mm

(Sarstedt) à 2 x lu6 cellules/boîte dans 10 ml de milieu DMEM + 8% SVF. 24 h après
l''ensemencement, le milieu fut aspiré et remplacé par soit 2 ml de milieu frais ou une
suspension virale constituée de 2 ml de milieu DMEM + 8% SVF et d'une quantité de

vims Ad5TR5-Rl pour avoir une MOI de 10 PFU/cellule. Après 7 h d'incubation à

37°C avec 5% CÛ2 et avec agitation, le milieu fut aspiré et remplacé par du milieu

frais ou des suspensions virales contenant 2 ml de milieu + 8% SVF et différentes

quantités de vims. Le vims Ad5TR5-Rl(A2-357) fut utilisé à une MOI de 10

PFU/ceIlule tandis que les virus Ad5TR5-Rl(A2-398)-K7-GFPQ et Ad5TR5-Rl(A2-
496)-K7-GFPo fiu-ent utilisés à une MOI de 250 PFU/ceIlule. Les cellules furent

ensuite réincubées dans les mêmes conditions et 17 h plus tard, 3 ml de milieu

DMEM + 8% SVF fut ajouté dans chaque boîte de Pétri.

Experience avec Ad5TR5-Hsp70 et avec AdCMV5-14.7k

Les cellules A549tTA ont été ensemencées dans les mêmes conditions que

l'expérience de l'apoptose induite par les RlAs. Par contre, les infections furent

d'abord effectuées avec Ad5TR5-Hsp70 à 10, 25 ou 100 PFU/celluIe ou encore avec

AdCMV5-14.7k à 10 ou 50 PFU/cellule. Après 7 h d'adsorption, les cellules ont été

réinfectées avec Ad5TR5-Rl(A2-357) ou AdCMV5-Fas-L à 10 PFU/cellule et

réincubées. 17 h plus tard, l ml de DMEM + 8% S VF fut ajouté dans chaque boîte.

2.7 Quantification de I'apoptose

0
Le compte des cellules apoptotiques et non-apoptotiques pouvait être efiTectué

de deux manières (Langelier et al., 200l): soit directement, en comptant le nombre de
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0 cellules accolées et décollées au microscope dans trois champs différents par boîte de
Pétri ou encore à l'hématimètre. Pour les comptes au microscope, les cellules
HeLatTA ou A549tTA considérées comme étant apoptotiques étaient celles qui
encore accolées manifestaient la formation de corps apoptotiques ou encore celles qui
étaient décollées de la boîte de Pétri et flottaient dans le milieu. Au moins 100

cellules étaient comptées par champ au grossissement 40X du microscope à contraste
de phase (Nikon, UEX-II).

Pour les comptes à l'hématimètre, les cellules HeLatTA ou A549tTA
considérées comme étant apoptotiques étaient seulement celles qui étaient dœollées
de la boîte de Pétri et flottaient dans le milieu étant donné qu'il était difficile de
décoller uniquement les quelques cellules arrondies qui manifestaient la formation de
corps apoptotiques. Les milieux étaient donc récoltés dans des tubes de 15 ml
(Sarstedt) et les boîtes de Pétri étaient rincées avec du PBS froid. Le PBS étant ajouté
au milieu, les cellules apoptotiques étaient centrifugées 4 min à 1000 rpm (DAMON
ŒC HN-SII) et resuspendues dans 0,5 à 2 ml de milieu DMEM + 8% SVF selon la
quantité de cellules afin d'obtenir des concentrations idéales pour les comptes à
l'hématimètre. Pour ce qui est des cellules attachées, 2 ml de trypsine-EDTA (Gibco
BRL) était ajoutée pour une boîte de Pétri de 100 mm et ensuite 2 ml de milieu
DMEM + 8% SVF pour neutraliser la trypsine. Les cellules non apoptotiques
(attachées) ont été récupérées dans des tubes de 15 ml. Le rinçage des boîtes de Pétri
était réalisé avec 5 ml de PBS froid qui était ensuite ajouté aux tubes de 15 ml. Les
cellules étaient centrifugées 4 min à l 000 rpm (DAMON IEC HN-SII) et puis bien
resuspendues dans un volume approprié (0,5 à 2 ml) de DMEM + 8% SVF de
manière à avoir des concentrations de cellules adéquates pour les comptes à
l'hématimètre. Une fois le nombre de cellules évalué dans les deux suspensions à
l'aide d'un l'hématimètre, les pourcentages de cellules en apoptose étaient déterminés
selon l'équation suivante:

0

Pourcentage de cellules

en apoptose

Nombre de cellules décollées x 100

Nombre de cellules totales (accolées + décollées)
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En comparant les taux d'apoptose obtenus par les deux méthodes décrites

précédemment, nous avons remarqué qu'il y avait moins de 5% de variation.

2.8 Quantification des protéines RI et RI As

2.8.1 Récolte des cellules

Les cellules HeLatTA ou A549tTA ont été récoltées 24 h post-transfection ou

post-infection en récupérant dans des tubes de 50 ml (Sarstedt) le milieu et les

cellules trypsinées (accolées) avec 500 y.1 de trypsine-EDTA (Gibco BRL). Les boîtes

de Pétri ont été rincées avec 5 ml de PBS froid qui a été récupéré dans les tubes de 50

ml gardés sur glace. Les tubes ont été remplis avec du PBS froid. Les cellules ont été

centrifugées 4 min à l 000 rpm (DAMON ffiC HN-SII), resuspendues dans 1,5 ml de
PBS froid et transférées dans des microtubes de 1,5 ml (Sarstedt). Après une

centrifugation de 3 min à 4 000 rpm (Baxter Canlab Biofuge 13 EC MICROMAX), le

culot a été resuspendu dans 140 (il de tampon de lyse (62,5 mM Tris pH 6,8; 6 M

urée; 2% SDS). Pour ce qui est des expériences de solubilité, le culot a été resuspendu

dans 500 (il de tampon de lyse (50 mM Hepes pH 8,1; 2 mM DTT). Les échantillons

gardés sur glace ont été soniqués 5 x 10 sec avec arrêts de 10 sec entre chaque
sonication et dosés pour évaluer la concentration de protéines ("DC protein assay",
Bio-Rad).

Pour l'experience de solubilité des protéines, les différents extraits ont ensuite

été ultracentrifugés pendant l h, à 29 000 rpm (Beckman L-90 SERCOL 95J27, rotor

SW 55 Ti (Becfcnnan)) à 4°C. Les surnageants ont été récupérés dans des microtubes

de 1,5 ml et 500 ^1 de tampon de lyse a été ajouté aux culots. Ces derniers ont été

resoniqués 2 x 10 sec avec arrêt de 10 sec entre les deux sonications et récupères dans
des microtubes de 1,5 ml. Le dosage pour évaluer la concentration de protéines a été
effectué avec le "DC protein assay" (Bio-Rad) en utilisant de la BSA comme
standard.

u
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2.8.2 Separation des protéines sur gel SDS-Page et immunodétection

Les extraits cellulaires préparés à partir des transfections et des infections ont

été mis sur gel SDS-PAGE 7,5% à raison de 10 ^g de protéines pour chaque

échantillon. Lors de la quantification des protéines pour détenniner leur solubilité,

150 et 300 ng de protéine RI purifiée (BM5R1) ainsi que 50, 150 et 300 ng de

R1(A2-357) étaient également déposés sur gel pour servir de standard. La R1(A2-357)

provenait d'un extrait dont la concentration de R1(A2-357) avait été estimée sur un

gel coloré au bleu de Coomassie en comparant par densitométrie l'intensité de la

bande de R1(A2-357) par rapport à la quantité totale de protéines. Les aliquots

destinés à être mis sur gel étaient au préalable dénaturés à 100°C pendant 3 min. La
migration des protéines sur gel a été effectuée à 120 V pendant l h. Les protéines ont
ensuite été transférées sur membrane de nitrocellulose (Protran) à 80 mA durant toute
la nuit.

Le blocage des sites non-spécifiques a été réalisé avec du "SuperBlock®
Blocking Buffer in PBS" (Pierce) pendant 45 min. La détection des protéines RI,
R1(A2-357), R1(A2-398) et R1(A2-496) a été effectuée à l'aide de l'anticorps
polyclonal 168R1 (sérum de lapin anti-Rl) dilué 1/500 (Langelier et al., 1997).
L'immunodétection de la protéine PARP a été réalisée avec l'anticorps monoclonal
de souris anti-PARP C2-10 (Dick Masser) dilué 1/250. Toutes les dilutions
d'anticorps furent réalisées dans une solution de PBS-tween 20 (0,2%) contenant 10%
de solution de blocage "SuperBlock" (Pierce). Suite à une incubation d'une heure, la
membrane a été lavée 3 x 15 secet ensuite 3x5 min dans du PBS-tween 20 (0,2%).
L'incubation de l'anticorps secondaire anti-lapin de chèvre couplé à la peroxidase de
raifort (hrp: "horse radish peroxidase") (Amersham/Pharmacia Biotech) a été réalisée
pendant 1 heure à une dilution de 1/25 000. Dans le cas de la protéine PARP,
l'anticorps secondaire utilisé à une dilution de 1/25 000 était un anti-souris polyclonal

de chèvre couplé à la peroxidase de raifort (Santa Cruz Biotechnology). La membrane
a ensuite été lavée de la même manière et la révélation a été effectuée avec le

"SuperSignal® West Dura Extended Duration Substrate" (Pierce) dilué 1/3 dans du
PBS-tween20(0,2%).
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2.8.3 Quantification des protéines

Poiu- la quantification des protéines au bleu de Coomassie, on déposait 500 ng

et l (Ag de RI purifiée (BM5R1) et 250 et 500 ng de R1(A2-357) pour servir de

standard. Après la migration des protéines, le gel était coloré au moins une demi-

heure dans une solution au bleu de Coomassie (10% d'acide acétique) pour être

ensuite lavé dans une solution de décoloration jusqu'à ce que les bandes de protéines

soit bien apparentes.

Par densitométrie, l'intensité des bandes des différents extraits a été comparée

aux standards afin de déterminer la quantité de protéines RI ou RI As présentes dans

chaque extrait en poiu-centage de protéines cellulaires totales (% de PCT). En

multipliant le % de PCT par la quantité de protéines totales contenues dans chacune

des fi-actions (culots et surnageants), nous avons obtenu la quantité totale de RI ou

RlAs contenues dans chacune des firactions. Etant donné que le surnageant contient

les protéines solubles et le culot les protéines insolubles, le pourcentage de solubilité

a pu être calculé en divisant la quantité totale de protéines RI ou RI As contenues

dans le surnageant par la quantité totale de RI ou RlAs de l'extrait (surnageant +

culot) selon la formule suivante:

Pourcentage de solubilité = Quantité totale de RI ou RI As dans le siimageant x 100

Quantité totale de RI ou RlAs de l'extrait (culot + sng)

2.9 Immunofluorescence

u

Des lamelles 11x11 mm autoclavées étaient préalablement déposés dans des

plaques de 6 puits à raison de 3 ou 4 par puits. Les plaques furent ensuite

ensemencées avec des cellules A549tTA à l x 10 cellules/puit dans 2 ml de DMEM
+ 8% SW. La première infection fut réalisée 24 h après l'ensemencement dans les

mêmes conditions que l'expérience de toxicité des protéines RlAs avec le vims

Ad5TR5Rl à 10 PFU/cellule. 7 h plus tard, le milieu a été aspire et remplacé par soit
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500 til de dilution virale Ad5TR5Rl(A2-357) à 100 PFU/cellule ou du milieu frais et

les cellules ont été réincubées pendant 17 h avec agitation.

Après avoir subi deux lavages au PBS froid, les cellules ont été fixées 24 h p.i.

dans 4% de paraformaldéhyde (10 min. T0 pièce), lavées de nouveau au PBS pour

être finalement perméabilisées au méthanol. Une fois lavées au PBS, les cellules

fixées ont été incubées avec l'anticorps monoclonal de souris 932 (épitope situé dans

le domaine NHs de la RI) ou polyclonal de lapin 16 8R l (dirigé contre la protéine RI)

dilué 1/100 dans du PBS. Suite à 3 lavages de 5 min au PBS, les cellules ont été

incubées avec l'anticorps secondaire de chèvre anti-lapin Alexa 546 (Molecular

Probes Inc.) ou avec l'anticorps de chèvre anti-souris Alexa 546 (Molecular Probes

Inc.) dilué 1/100. Les cellules ont été conservées dans une goutte de PBS/glycérol et

les lamelles ont ensuite été fixées sur lames avec du vernis pour être observées au

microscope à fluorescence.

2.10 Microscopic électronique

L'ensemencement et l'infection des cellules A549tTA ont été effectués de la

même manière que l'expérience de solubilité des protéines. Le virus Ad5TR5-Rl fut

utilisé à une MOI de 10 PFU/cellule tandis que le virus Ad5TR5-Rl(A2-357) fut

utilisé à une MOI de 100 PFU/cellule. La récolte des cellules A549tTA a été faite tout

comme dans la section 2.8.2 "Récolte des cellules A549tTA pour la solubilité" sauf

qu'après la première centrifugation, les cellules ont été resuspendues dans 10 ml de

PB S froid, transférées dans des tubes de 15 ml et recentrifugées 4 min à 800 rpm

(DAMON IEC HN-SII). Les culots de cellules étaient d'abord resuspendus dans une

goutte de PBS et ensuite resuspendus dans 10 ml d'une solution de fixation contenant

4% de glutaraldéhyde. Les cellules conservées à 4°C ont été observées en microscopie

électronique dans le laboratoire d'Antonio Nanci de l'Université de Montréal.

0
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0 2.11 Carence en sérum

L'ensemencement a été réalisé dans des boîtes de Pétri de 60 mm à une

densité de 3 x 105 cellules/boîte dans 5 ml de DMEM + 8% SVF. L'infection a été
faite 24 h après l'ensemencement avec le vims Ad5TR5Rl(A2-357) à 25 PFU/cellule.
Le milieu a été aspiré et remplacé par une suspension virale contenant soit l ml de
milieu frais DMEM + 8% SVF ou l ml de milieu carence (DMEM + 0,5% SVF).
Après une incubation durant la nuit, 2 ml de milieu DMEM contenant 8% ou 0,5%
de S VF ont été ajoutés dans chaque boîte.

2.12 Traitement avec cycloheximide

Les boîtes de Pétri de 100 mm furent infectées à 0,25; 0,5; l; 5; 10; 25 et 100

PFU/celluIe avec Ad5TR5Rl(A2-357) dans les mêmes conditions que l'expérience

pour la solubilité des protéines (section 2.6). Après une adsorption virale de 6 h, 3 ml
de milieu DMEM + 8% SVF contenant soit de la cycloheximide (Sigma) à une
concentration de 30 ^g/ml ou de la doxycycline (Sigma) à une concentration de 30
ng/ml était ajouté dans les boîtes de Pétri.

2.13 Choc thermique

Les cellules A549tTA furent ensemencées dans des boîtes de Pétri de 60 mm à

6 x 105 cellules/boîte dans 5 ml de milieu DMEM + 8% SVF. 24 h après
l'ensemencement, les cellules ont subi un choc thermique de l h à 43°C. Le milieu
avait été préalablement aspiré et remplacé par du milieu préchauffé à 43°C. Les
cellules ont ensuite été infectées avec Ad5TR5Rl(A2-357) à 5 PFU/cellule en
remplaçant le milieu par une suspension virale contenant l ml de milieu DMEM +8%
SVF. Après une adsorption de 6 h avec agitation, 2 ml de milieu était ajouté et les
cellules furent réincubées mais sans agitation.

0
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0 2.14 Traitement avec la clasto-lactacystine-p-lactone

^5Des plaques de 6 puits furent ensemencées avec 4x10^ cellules/puit dans 2 ml
de milieu DMEM + 8% SVF. 24 h plus tard, l'infection a été faite avec
Ad5TR5Rl(A2-357) à 10 ou 50 PFU/cellule. Au moment de l'infection, les cellules

ont été traitées ou non avec de la clasto-lactacystine-P-lactone (Calbiochem), le
produit actif de la lactacystine, à 10 ^M. Après une adsorption de 7 h avec agitation,
l ml de milieu avec ou sans clasto-lactacystine-p-lactone à 10 ^iM était ajouté dans
chaque puits et les cellules étaient réincubées sans agitation.

2.15 Essais caspases

u

L'experience a été réalisée comme l'experience de solubilité des protéines
(section 2.6) sauf que pendant la première infection avec Ad5TR5Rl à 10
PFU/cellule, l'incubation des cellules fut effectuée durant toute la nuit. Le lendemain,

les cellules A549tTA furent infectées avec le virus Ad5TR5Rl(A2-357) à 10
PFU/cellule et les virus Ad5TR5Rl(A2-398)GFPQ et Ad5TR5Rl(A2-496)GFPQ à
250 PFU/cellule. Les cellules ont été ensuite réincubées pendant 7 h avec agitation
avant de recevoir 3 ml de milieu DMEM + 8% SVF.

Les cellules A549tTA furent récoltées comme dans la section 2.8.2 à

différents temps p.i. sauf qu'une fois récupérés dans un microtube de 1,5 ml, les
culots étaient resuspendus dans 200 yl de tampon de lyse provenant du "ApoAlert
Caspase 8 Fluorescent Assay kit" (Clontech) et incubés pendant 10 mm à 4°C. Les
extraits ont été centrifugés pendant 3 min à 12 000 rpm (Baxter Canlab Biofijge 13
EC MICROMAX) à 4°C et les surnageants ont été récupérés dans des microtubes de
1,5 ml (selon la méthode décrite dans Sànchez et al. 1999). Les culots étaient
resuspendus dans 200 ^1 de tampon de lyse ("ApoAlert Caspase 8 assay kit",
Clontech) et soniqués 5 x 10 sec. Le dosage pour évaluer la concentration de
protéines a été effectué avec le "DC protein assay" (Bio-Rad). Les essais caspases ont
été effectués avec 60 |Ag d'extrait protéique, 5 ^1 de substrat spécifique pour chacune
des caspases (caspase l, 3, 6/9 et 8) conformément au protocole provenant des
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ensembles "ApoAlert™ Caspase Fluorescent assay kit" (Clontech). Les mesures de la
fluorescence ont été prises avec un fluoromètre à plaque de 96 puits (Cytofluor,
Perceptive Biosystem) à 450 nm pour le filtre d'excitation et à 530 nm pour le filtre
d'émission.

2.16 Immunodétection de la procaspase 8 et de FADD

Les exta-aits utilisés furent les mêmes que ceux des essais caspases (section
2.16). La séparation des protéines sur gel SDS-Page et l'immunodétection des
protéines caspase 8 et FADD ont été réalisées comme dans la section 2.8.3 sauf que

les 10 ^ig de protéines de chaque fraction (culot et surnageant) de tous les extraits

étaient déposés et migres sur un gel SDS-Page 12%. Le transfert des protéines sur
membrane de nitrocellulose fut effectué à 275 mA pendant 2 h dans un tampon de
transfert contenant 250 ml de méthanol pour 11 de solution.

L'immunodétection de la procaspase 8 a été réalisée à l'aide de l'anticorps de
souris anti-caspase 8 (Phamùngen) dilué 1/1000 tandis que l'immunodétection de
FADD a été faite avec l'anticoqîs de souris anti-FADD (BioSource International)
dilué 1/1000. La membrane fut ensuite incubée avec l'anticoqïs secondaire de chèvre
anti-IgG de souris couplé à la hrp (Santa Cruz Biotechnology) pendant l h à une
dilution de 1/25 000.

2.17 Ubiquitination des protéines

0

Les extraits cellulaires utilisés fiirent les mêmes que ceux de l'expérience de la
solubilité des protéines mais non centrifugés à 100 000g (section 2.6 et 2.8.1). La
separation des protéines sur gel SDS-Page et l'immunodétection ont été réalisées dans
les mêmes conditions que dans la section 2.8.2. L'immunodétection des protéines
ubiquitinées a été réalisée avec l'anticorps de souris anti-ubiquitine (Zymed) dilué
1/5000. L'anticoqîs secondaire de chèvre était un anti-IgG de souris couplé à la hqî
(Santa Cruz Biotechnology) dilué 1/10 000.
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3.1 L'apoptose induite par la R1(Â2-357) n'implique pas de protéines de
l'adénovirus.

Telles qu'énoncées dans l'introduction, les premières expériences effectuées
en vue de caractériser l'apoptose induite par la R1(A2-357) ont toutes été réalisées par

des infections dans les cellules A549tTA avec l'adénovims Ad5TR5Rl(A2-357).

Malgré le fait que le niveau d'expression de gènes adénoviraux devait être
extrêmement faible à cause de l'absence de replication adénovirale et des faibles MOI
utilisées, nous avons voulu nous assurer que des protéines adénovirales n'étaient pas

impliquées dans le processus cytotoxique de la R1(A2-357). Pour se faire, nous avons

transfecté des cellules HeLatTA avec les plasmides pAdCMV5-Rl(A2-357) et

pAdCMV5-GFPQ exprimant de manière constitutive la protéine R1(A2-357) et la

GFP comme contrôle négatif, ainsi qu'avec les plasmides pAdTR5-Rl(A2-357) et

pAdTRS-GPFc codant pour ces mêmes protéines mais sous le contrôle d'un
promoteur régulé par la tétracycline. Les cellules HeLatTA ont été choisies car elles

peuvent être transfectées environ 10 fois plus efficacement que les cellules A549tTA.

Pour vérifier la toxicité des protéines recombinantes, des comptes d'apoptose ont été

effectués 24 h et 48 h post-transfection en comptant le nombre de cellules décollées

par rapport au nombre de cellules totales (accolées + décollées) (voir Matériel et
méthodes).

En comparant les cellules transfectées avec pAdCMV5-Rl(A2-357) ou

pAdCMV5-GFPQ (Fig. 3A), on remarque qu'il y a une différence d'apoptose de
19,9% (24 h p.t.) et de 11% (48 h p.t.). Ce résultat indique qu'une bonne partie de la
toxicité observée dans les cellules transfectées avec pAdCMV5-Rl(A2-357) est

attribuable à l'expression de la R1(A2-357). Des études dans notre laboratoire ont

démontré que le taux d'apoptose obtenu avec le plasmide pAdCMV-GFPQ était
similaire à celui obtenu suite à la transfection d'un plasmide vide (résultat non
montré). Bien que ce résultat ne peut pas affirmer la non-toxicité de la GFP, il

suggère que la toxicité du produit utilisé (FUGENE 6) et des plasmides est en partie
responsable de la mortalité (18,6% d'apoptose 24 h p.t.) observée dans les cellules
transfectées avec pAdCMV5-GFPQ. Pour ce qui est des cellules transfectées avec
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pAdTR5-Rl(A2-357) (Fig. 3B), on denote une diminution de la mortalité de 15,3%
(24 h p.t.) et de 17,4% (48 h p.t.) quand l'expression de la protéine R1(A2-357) est

empêchée en présence de doxycycline. Une telle différence d'apoptose n'est pas
observée dans les cellules transfectées avec pAdCMV5-GFPQ en présence ou non de
doxycycline, ce qui confirme bien la toxicité de la protéine R1(A2-357).

De plus, pour bien conclure que la diflférence d'apoptose obtenue entre les

transfections avec les vecteurs pAdCMV5-Rl(A2-357) et pAdCMV5-GFPQ ainsi que
pAdTR5-Rl(A2-357) avec ou sans doxycycline est bien attribuable à l'expression de

la protéine cytotoxique R1(A2-357), nous avons procédé à l'immunodétection de

cette protéine (Fig. 3C). La présence de la protéine R1(A2-357) est clairement

observable dans les extraits de cellules transfectées avec pAdCMV5-Rl(A2-357) (24

h p.t.). Pour ce qui est des cellules transfectées avec pAdTR5-Rl(A2-357), la protéine

R1(A2-357) n'est pas observée, probablement parce qu'elle est produite en quantité
non détectable.

Lors des infections effectuées précédemment dans le laboratoire (Lippens,

1998), nous avons constaté qu'à une quantité de R1(A2-357) de 0,027% de protéines

cellulaires totales (PCT); le maximum de mortalité cellulaire était encore attemt et

qu'à une quantité aussi faible que 0,006% PCT, nous n'avons obtenu qu'une

diminution de 50% par rapport au maximum d'apoptose induit par la R1(A2-357).

Des quantités non détectables de R1(A2-357) (inférieures à 0,006% PCT) étaient

encore capables d'induire signifïcativement l'apoptose (Lippens, 1998).

Nous avons obtenu des taux d'apoptose similaires avec pAdTR5-Rl(A2-357)

et pCMV5-Rl(A2-357) malgré le fait que la protéine R1(A2-357) était non détectable

dans les extraits de cellules transfectées avec pAdTR5-Rl(A2-357). Selon les

résultats obtenus par Lippens, nous nous attendions à avoir des taux d'apoptose plus

bas pour pAd5TR5-Rl(A2-357). Il est donc possible qu'une partie de la mortalité

observée soit due à l'utilisation du produit de transfection (FUGENE 6) et du
plasmide.

Afin de s'assurer de la toxicité de la protéine R1(A2-357), nous avons vérifié

en plus des changements morphologiques (perte d'ancrage des cellules apoptotiques)
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un autre trait caractéristique de la mort cellulaire par apoptose, le clivage de la
protéine PARP [poly(ADP-ribose)polymérase]. Au moment de l'induction de
l'apoptose, cette protéine nucléaire de 116 kDa est clivée en ces deux fragments (89
et 24 kDa). Le produit de clivage de cette protéine (89 kDa) est clairement détecté
dans les extraits cellulaires transfectés avec pAdCMV5-Rl(A2-357) (Fig. 3C), ce qui

démontre la toxicité de la R1(A2-357) comparativement à la protéine GFP. Pour ce

qui est des cellules transfectées avec pAdTR5-Rl(A2-357), le clivage de PARP est

plus évident en absence de doxycyline qu'en présence de doxycycline. L'expression
de la protéine R1(A2-357) est donc responsable de la différence d'apoptose observée.

Par contre, une plus faible détection du produit de clivage de PARP dans les extraits
cellulaires transfectés avec pAdTR5-GFPQ avec et sans doxycycline et pAdTR5-
R1(A2-357) avec doxycycline reflète le fait qu'il y a une certaine toxicité associée au

produit de transfection (FUGENE 6) et aux plasmides.

L'ensemble de ces résultats nous permet d'afRrmer que la protéine R1(A2-

357) est bel et bien cytotoxique et que l'expression des protéines adénovirales n'est
pas nécessaire à la toxicité de la R1(A2-357).

0
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Figure 3 L'expression de la R1(A2-357) suite à des transfections induit l'apoptose
dans les cellules HeLatTA.

Pourcentage de cellules HeLatTA en apoptose transfectées ou non pendant 5 h avec 6
(AI de FUGENE 6 et 2 ^ig de dififérents plasmides. Les comptes d'apoptose ont été
effectués 24 et 48 h post-transfection en observant le nombre de cellules accolées et
décollées sous microscope ÇMatériel et méthodes). Cette expérience a été effectuée
trois fois en duplicata (deux boîtes de Péfri par type de transfection).
(A) Les plasmides utilisés sont AdCMV5-GFPQ et AdCMV5-Rl(A2-357). Cellules
non-transfectées (Contrôle).
(B) Les plasmides utilisés sont AdTR5-Rl(A2-357) et AdTR5-GFPQ avec (off) ou
sans doxycycline (on). Cellules non-transfectées (Contrôle).
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(C) Les extraits cellulaires préparés à partir des transfections (voir figure 3A et B, 24
h p.t.) ont été mis sur gel SDS-Page 7,5% et transférés sur membrane de
nitrocellulose. La détection de la protéine R1(A2-357) a été effectuée par immunoblot
à l'aide du sérum polyclonal de lapin 168R1 (dilution 1/500) tandis que le clivage de
la protéine PARP a été détecté avec l'anticorps anti-PARP C2-10 (dilution 1/ 250).
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0 3.2 Effet de la carence en sérum et de l'addition de cycloheximide sur l'apoptose
induite par la R1(A2-357) dans les cellules A5491TA.

0

La plupart des stimuli proapoptotiques ne déclenchent l'apoptose que dans une
certaine fraction des cellules. Certains traitements comme la carence en sérum et la

cycloheximide sont connus pour sensibiliser les cellules à plusieurs stimuli

proapoptotiques. Etant donné que la R1(A2-357) induit l'apoptose dans au maximum

50% des cellules A549tTA 24 h p.i., nous avons vérifié si la carence en sérum et la
cycloheximide peuvent augmenter l'apoptose induite par la R1(A2-357). Les cellules

A549tTA ont donc été infectées avec Ad5TR5-Rl(A2-357) dans un milieu carence

(0,5% sémm) ou non (8% sérum) comme décrit dans Matériel et méthodes. Les
pourcentages d'apoptose ont été déterminés à diflTérents temps post-infection en
comptant au microscope le nombre de cellules accolées et décollées des boîtes de
Pétri (Fig. 4). Dans les cellules A549tTA exprimant la R1(A2-357), l'écart de
mortalité observé entre les cellules carencées ou non était de 3,7% d'apoptose 24 h
p.i. Par contre, la différence de mortalité entre les cellules carencées ou non
augmentait de façon très significative (écart de 28,8% d'apoptose) 48 h p.i.
Cependant, une telle différence d'apoptose n'était pas observable dans les cellules
contrôles (non infectées) carencées ou non en sérum, ce qui démontre que la mortalité
observée dans les cellules infectées et carencées en sérum était bien attribuable à

l'efFet proapoptotique de la R1(A2-357). Les cellules A549tTA ainsi sensibilisées par
la carence en sérum étaient donc susceptibles à l'apoptose induite par la R1(A2-357).

Le traitement avec la cycloheximide sensibilise aussi les cellules à l'apoptose.
Nous avons donc infecté des cellules A549tTA à différentes MOI avec Ad5TR5-

R1(A2-357) et traité 6 h p.i. avec soit de la cycloheximide à une concentration de 30

jAg/ml ou de la doxycycline à une concentration de 30 ng/ml. La doxycycline a été

utilisée dans les cellules contrôles pour inhiber la synthèse de R1(A2-357) car la
cycloheximide a pour effet d'inhiber la synthèse protéique. Les cellules ont donc 6 h
d'expression de R1(A2-357). Les pourcentages d'apoptose ont ensuite été déterminés
à dififérents temps p.i. tels qu'illustres à la figure 5. Les cellules conta-ôles A549tTA

ti'aitées seulement avec la cycloheximide obtiennent un pourcentage d'apoptose
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d'environ 9% après 24 h comparativement à 1% d'apoptose dans les cellules
contrôles non traitées. En comparant les cellules infectées traitées ou non avec la
cycloheximide, on remarque un écart maximal à l PFU/cellule où l'apoptose induite
par la R1(A2-357) est trois fois plus élevée dans les cellules traitées avec la

cycloheximide (32% d'apoptose) que dans les cellules traitées avec la doxycycline
(9% d'apoptose). Cet écart diminue par la suite avec l'utilisation de MOI plus
élevées.

Suite à ces résultats, nous pouvons affirmer que les cellules sensibilisées à

l'apoptose que ce soit suite à une carence en sérum ou à mi traitement avec la

cycloheximide, sont plus susceptibles à l'apoptose induite par la R1(A2-357).
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Figure 4 L'apoptose induite par la R1(A2-357) augmente dans les cellules A549tTA
carencées en sérum.

Les cellules A549tTA ont été non infectées (Contrôle) ou infectées à 25 PFU/cellule
avec Ad5TR5-Rl(A2-357) dans un milieu 8% sérum ou un milieu 0,5 % sérum. Les
pourcentages d'apoptose ont été effectués 24, 48 et 72 h p.i. en comptant le nombre
de cellules détachées de la boîte de Pétri par rapport au nombre de cellules totales
(cellules accolées et décollées). Cette expérience a été effectuée deux fois en
duplicata (deux boîte de Pétri par type d'infection).
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Figure 5 La cycloheximide augmente l'apoptose induite par la R1(A2-357) dans les
cellules A549tTA.
Le graphique représente les pourcentages d'apoptose dans les cellules A549tTA après
une infection de 24 h avec Ad5TR5-Rl(A2-357) à différentes MOI (0,25; 0,5; l; 5;
10; 25 et 100 PFU/cellule) et après avoir été traitées 6 h post-infection avec 30 tig/ml
de cycloheximide ou 30 ng/ml de doxycycline. Les comptes étaient effectués 24 h
post-infection à l'hématimètre comme décrit dans "Matériel et méthodes". Cette
experience a été effectuée une fois en duplicata (deux boîtes de Pétri par type
d'infection).
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3J Etude du potentiel proapoptotique des protéines R1(A2-357), R1(A2-398) et

R1(A2-496) et de l'effet antiapoptotique de la RI.

0

Afin de détenniner si des protéines portant des deletions amino-terminales

plus importantes démontreraient une toxicité diférente de celle de la RI (A2-357),

nous avons constmits deux nouveaux adénovirus Ad5TR5-Rl(A2-398)-K7-GFPQ et

Ad5TR5-Rl(A2-496)-K7-GFPQ portant respectivement des deletions jusqu'aux
positions 398 et 496. Nos premières expériences effectuées avec ces adénovims, nous
ont d'abord laissé croire que ces deux nouvelles protéines recombinantes pouvaient
être moins cytotoxiques que la R1(A2-357). Cependant, en évaluant le niveau

d'expression des protéines RlAs par immunodétection après ime infection à des MOI

similaires, nous avons constaté que la R1(A2-398) et la R1(A2-496) étaient produites

en plus faibles quantités que la R1(A2-357). Avec ces deux nouveaux adénovims, il

fallut utiliser des MOÏ 25 fois plus élevées pour produire des quantités de protéines

R1(A2-398) et R1(A2-496) comparables aux quantités de R1(A2-357) (Fig.6). Les

causes exactes de cette plus faible production de protéines R1(Â2-398) et R1(A2-496)
sont encore inconnues.

En procédant à des infections de cellules A549tTA pour accumuler des
quantités similaires de RlAs (Fig. 6), soit à une MOI de 10 PFU/cellule pour

Ad5TR5-Rl(A2-357) et à une MOI de 250 PFU/cellule pour Ad5TR5-Rl(A2-398)-

K7-GFPQ et Ad5TR5-Rl(A2-496)-K7-GFPQ, nous remarquons que 24 h p.i., la
mortalité induite par la R1(A2-357) a presqu'atteint son maximum (généralement

situé entre 25 et 50% d'apoptose) tandis que les deux auti-es RlAs semblent être très

peu toxiques (environ 5% d'apoptose) (Fig. 7). Par contre à 48 h p.i., l'apoptose
induite par les protéines R1(A2-398) et R1(A2-496) augmente jusqu'à 22,2 et 29,2%

(Fig. 7). Il semble donc y avoir un délai dans la toxicité des ces protéines
comparativement à la R1(A2-357). La toxicité retardée de la R1(A2-398) et de la

R1(A2-496) est confirmée 96 h p.i. où le pourcentage de cellules en apoptose (47%)

induit par la R1(A2-496) rejoint le taux de mortalité induit par la R1(A2-357), et où la

toxicité de la R1(A2-398) augmente jusqu'à 30%. Nous constatons 48 h p.i. que la
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R1(A2-398) semble être moins toxique que la R1(A2-496) et que l'écart entre les taux

de mortalité induits par ces deux protéines augmente en fonction du temps (surtout 96
h p.i.). Le niveau d'expression des protéines R1(A2-398) et R1(A2-496) n'a pas été

évalué 96 h p.i., par conséquent, nous ne pouvons pas éliminer l'hypothèse qu'une
accumulation plus importante de ces protéines serait responsable de l'augmentation
de la mortalité à des temps supérieurs à 48 h p.i.

Etant donné qu'il est possible d'empêcher l'effet proapoptotique de la R1(A2-

357) en coexprimant la RI pleine longueur, nous avons voulu déterminer si la RI
pouvait également prévenir l'apoptose induite par la R1(A2-398) et la R1(Â2-496).

Nous avons ainsi procéder à des infections tout d'abord avec Ad5TR5-Rl à 10
PFU/cellule suivi d'une coinfection 7 h plus tard avec AdTR5-Rl(A2-357) à 10

PFU/cellule ou encore avec Ad5TR5-Rl(A2-398)-K7-GFPQ ou Ad5TR5-Rl(A2-
496)-K7-GFPQ à 250 PFU/cellule. Les pourcentages d'apoptose ont été déterminés à
différents temps après la deuxième infection comme décrit dans "Matériel et
méthodes". L'effet antiapoptotique de la RI est clairement observable 24 h p.i. (Fig.
7) où les pourcentages d'apoptose obtenus lors des coinfections avec les RlAs (2 à
3% de mortalité) sont comparables à œux des cellules non infectées. La RI protège
encore 48 h p.i. contre l'effet toxique des RlAs. En effet, la mortalité induite par la

R1(A2-357) 48 h p.i. est réduite de 34,4% en présence de RI tandis que l'apoptose

induite par la R1(A2-398) et la R1(A2-496) est diminuée de 13,8% et del4J% en
presence de RI. L'effet antiapoptotique de la RI continue de se manifester 96 h p.i.
avec la R1(A2-357) car la mortalité observée demeure comparable à celle des cellules

non infectées. Cependant, l'apoptose induite par la R1(A2-398) et la R1(A2-496) 96 h

p.i. ne diminue plus en présence de RI. Il est donc possible qu'il y ait une certaine
toxicité associée à l'expression de protéines adénovirales lors de l'utilisation de fortes
MOI à des temps supérieurs à 48 h p.i. Par contre, on ne peut pas éliminer

l'hypothèse que la RI ne puisse pas protéger contre la toxicité associée à la R1(A2-

398) et la R1(A2-496), ou encore que l'expression de ces deux protéines RlAs
augmente à 96 h p.i.
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L'ensemble de ces données nous démontre que les protéines R1(A2-398) et

R1(A2-496) manifestent une mortalité plus tardive que celle induite par R1(A2-357)

et que la RI pleine longueur protège efficacement de l'apoptose induite par la R1(Â2-
357).
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Figure 6 Quantification des RI As par immunodétection
Les cellules A549tTA ont été non infectées (Contrôle), infectées pendant 24 h à une
MOI de 5 ou 10 PFU/cellule avec le recombinant adénovirus Ad5TR5Rl(A2-357)
[R1(A2-357)], ou encore infectées à 100 ou 250 PFU/cellule avec Ad5TR5-Rl(A2-
398)-K7-GFPQ [R1(A2-398)J ou Ad5TR5-Rl(A2-496)-K7-GFPQ [R1(A2-496)J. Les
extraits cellulaires ont été préparés 24 h p.i. tel que décrit dans Matériel et méthodes.
10 ^g d'extraits cellulaires ont été mis sur un gel SDS-Page 7,5% et ensuite transférés
sur membrane de nitrocellulose. Les RlAs ont été quantifiées en utilisant de la RI de
HSV-2 purifiée comme standard. L'immunodétection des protéines RlAs a été
réalisée en utilisant l'anticorps polyclonal de lapinl68Rl (dilution 1/500). Cette
experience a été effectuée une fois en triplicata (trois boîtes de Pétri étaient utilisées
par type d'infection).
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Figure 7 Etude du potentiel antiapoptotique de la RI contre l'apoptose induite par la
R1(A2-357), R1(A2-398) et la R1(A2-496) dans les cellules A549tTA.
Ce graphique représente les pourcentages d'apoptose obtenus en fonction du temps
dans les cellules A549tTA lorsqu'elles sont non infectées (Contrôle), infectées
pendant 17 h à 10 PFU/cellule avec Ad5TR5-Rl(A2-357) ou à 250 PFU/cellule avec
Ad5TR5-Rl(A2-398)-K7-GFPQ ou Ad5TR5-Rl(A2-496)-K7-GFPo, ou encore
infectées à 10 PFU/cellule avec Ad5TR5-Rl pendant 7 h suivi d'une infection à 10
PFU/cellule avec Ad5TR5-Rl(A2-357) ou à 250 PFU/cellule avec Ad5TR5-Rl(A2-
398)-K7-GFPQ ou Ad5TR5-Rl(A2-496)-K7-GFPQ. Les pourcentages de mortalité ont
été effectués en calculant le nombre de cellules détachées et attachées 24, 48 et 92 h
après la deuxième infection (Matériel et méthodes). Cette expérience a été réalisée
deux fois.
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3.4 Localisation des protéines RI et RlAs par l'immunofluorescence et
microscopic électronique.

u

Dans le but d'expliquer le potentiel proapoptotique de la R1(A2-357), nous

avons d'abord étudié la localisation intracellulaire des protéines RI et RlAs dans les

cellules A549tTA par immunofluorescence comme décrit dans Matériel et méthodes

en utilisant l'anticorps monoclonal 932 (épitope situé dans le domaine NHs de la RI)

ou l'anticorps polyclonal 168R1 (dirigé contre la protéine RI). Les cellules ont été
infectées à une MOI de 100 PFU/cellule avec Ad5TR5-Rl(A2-357) comparativement

à 10 PFU/cellule avec Ad5TR5-Rl afin de déterminer si une quantité donnée de RI

peut protéger de l'apoptose et changer la localisation d'une quantité beaucoup plus
importante de R1(A2-357).

Tel qu'illustré à la figure 8 pour un temp d'infection de 24 h, la RI pleine

longueur est localisée de manière diffiise dans le cytoplasme tandis que la R1(A2-

357) forme de grosses inclusions cytoplasmiques. Ces inclusions pouvaient être
clairement obser/ées à partir de 12 h p.i. Elles sont surtout présentes en périphérie du
noyau tout particulièrement 24 h p.i. (Fig. 8) et peuvent parfois être observées dans le
noyau 48 h p.i. Les larges agrégats de R1(A2-357) étaient aussi facilement visibles en

microscopie à contraste de phase (résultats non montrés). Pour ce qui est des

protéines R1(Â2-398) et R1(A2-496), elles forment de grosses inclusions

cytoplasmiques similaires à celles produites par l'accumulation de R1(A2-357) à 10

PFU/ceIlule (résultats non monti-é). Ces résultats suggèrent que les RI As sont

insolubles et que les cellules peuvent accumuler des protéines agrégées sans que ce
soit toxique.

Lorsque des coinfections furent effectuées pour coexpriiner la RI et la R1(A2-

357), nous avons remarqué par observation au microscope à contraste de phase que

les gros agrégats de R1(A2-357) étaient repartis en plus petites inclusions

cytoplasmiques (environ 5-30) (résultat non montré). La RI pleine longueur
colocalise avec ces plus petites inclusions de R1(A2-357) dans le cytoplasme (Fig. 8,
anticorps 932). Des résultats similaires furent obtenus en coexprimant la RI et la
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R1(A2-398) ou la R1(A2-496). En présence de RI, les agrégats de R1(A2-398) et de

R1(A2-496) étaient également répartis en plus petites inclusions cytoplasmiques qui
colocalisent avec la RI (résultat non montré).

Afin de mieux caractériser ces inclusions, les cellules ont aussi été observées

en microscopie électronique (Fig. 9). Les gros agrégats de R1(A2-357) se sont avérés

être des structures différentes des agrésomes qui eux sont plus compacts (Fig. 9). Ces
agrégats de R1(A2-357) étaient en fait constitués de petites struchu-es arrondies plus

ou moins denses d'environ 50-100 nm de largeur (Fig. 9, flèche S). Tel qu'indiqué
par la flèche (M) sur la figure 9, ces inclusions pouvaient également contenir des
organelles comme des mitochondries. Les inclusions sphériques de RI et R1(A2-357)
produites lors des coinfections étaient entourées par une couche épaisse de matériel
dense et contenaient en leur centre du matériel peu dense (Fig. 9). Aucun organelle ou
stmcture cellulaire n'a pu être identifié dans les inclusions de RI et R1(A2-357). Des

études immuno-cytochimiques avec l'anticorps monoclonal 932 suggèrent que la RI
est présente dans la paroi épaisse des sphères et absente dans le centre peu dense.

L'ensemble de ces observations révèle que la R1(A2-357), la R1(A2-398) et la

R1(A2-496) forment des inclusions cytoplasmiques ressemblant à des agrégats de

protéines insolubles. La coexpression de la RI qui bloque l'apoptose induite par la
R l (A2-357) affecte la fonne et la localisation des ces incliisions.
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Figure 8 Localisation des protéines RI et R1(A2-357) à l'immimofluorescence.
Les cellules A549tTA ont été non infectées (Contrôle), infectées pendant 24 h à 10
PFU/cellule avec Ad5TR5-Rl (RI), pendant 17 h à 100 PFU/cellule avec Ad5TR5-
R1(A2-357) (R1A), ou encore infectées pendant 7 h avec Ad5TR5-Rl à 10
PFU/cellule et ensuite avec Ad5TR5-Rl(A2-357) pendant 17 h à 100 PFU/cellule (RI
+ R1A). Les cellules ont été fixées 24 h post-infection dans 4% de paraformaldéhyde
et soiimises à l'immunofluorescence avec l'anticorps monoclonal 932 (épitope situé
dans le domaine Nïïz de la RI) ou polyclonal 168R1 (dirigé contre la protéine RI).
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Figure 9 Localisation des protéines RI et R1(A2-357) en microscopie électronique.
Les cellules A549tTA ont été infectées pendant 17 h avec AdTR5-Rl(A2-357) à 100
PFU/cellule [R1(A2-357)], ou encore en infectées pendant 7 h avec Ad5TR5-Rl à 10
PFU/cellule et ensuite avec Ad5TR5-Rl(A2-357) pendant 17 h à 100 PFU/cellule [RI
+ R1(A2-357)]. Les cellules ont été récoltées après 24 h, fixées dans 4% de
glutaraldéhyde et observées en microscopie élecfa-onique.
S: Stmcture arrondie plus ou moins dense. M: mitochondrie, P: paroi épaisse des
inclusions et C: centre peu dense des inclusions
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3.5 Solubilité de la protéine RI et des RlAs.

Afin de vérifier l'hypothèse que la fonnation d'inclusions de R1(A2-357)

serait attribuable à son agrégation, nous avons déterminé le pourcentage de solubilité
de la RI et des RlAs. Pour ce faire, nous avons procédé à une ultracentrifugation des

extraits cellulaires à 100 000g (Matériel et méthodes) pour séparer les protéines
solubles contenues dans le surnageant des protéines insolubles contenues dans le

culot. Le pourcentage de protéines recombinantes présentes dans chacune des
fractions (culots et surnageants) ont été quantifiées au bleu de Coomassie (Fig. 10) ou
par immunodétection (Fig. 11) pour calculer le pourcentage de solubilité des
protéines (voir Matériel et méthodes).

Quand la R1(A2-357) est exprimée seule, la protéine est retrouvée
presqu'uniquement dans le culot de l'extrait cellulaire tandis que la RI est surtout
localisée dans le surnageant (figures 10 et 11). La quantification des protéines par
densitométrie (Matériel et méthodes), a révélé une faible solubilité (environ 4%) pour
la R1(A2-357) tandis que la solubilité de la RI est d'environ 66% (tableau I). Pour ce

qui est des protéines R1(A2-398) et R1(A2-496), elles sont si insolubles qu'elles sont

non détectables dans le surnageant des extraits cellulaires même lorsqu'on effectue
une immunodétection (Fig. 11). Nous estimons la solubilité de ces deux protéines à
moins de 0,05% étant donné qu'on devient incapable de quantifier la solubilité de
manière fiable en bas de 0,05% en faisant des immunodétections. Ce résultat

confirme donc l'hypothèse que la R1(A2-357) ainsi que les protéines R1(A2-398) et
R1(A2-496) sont des protéines agrégées.

En effectuant une coexpression des protéines RI et R1(A2-357), non

seulement la solubilité de la RI(Â2-357) n'est pas améliorée mais de plus, la

solubilité de la RI est réduite à 38% (figure 10 et 11, tableau I). Lors des coinfections
RI + R1(A2-398) et RI + R1(A2-496), la présence de RI n'améliore en rien la
solubilité de ces deux protéines agrégées et en plus, la solubilité de la RI diminue à
19% en présence de R1(A2-398) et à environ 2% en présence de R1(A2-496) (Fig. l l
et tableau I). En comparant les pourcentages de protéines cellulaires totales (% PCT),
nous remarquons que la coexpression de la RI diminue légèrement l'expression des



0

55

RlAs (tableau I). Par contre, cette diminution n'est pas assez significative pour
expliquer l'effet antiapoptotique de la RI.

L'ensemble de ces observations confïrme que les RlAs sont des protéines peu

ou pas solubles. Il ne semble pas y avoir de corrélation directe entre le degré

d'insolubilité et la toxicité de ces protéines recombinantes car la protéine la plus

toxique R1(A2-357) est celle qui est la plus soluble. Ces résultats pennettent

également de conclure que le mécanisme par lequel la RI protège de la cytotoxicité

de la R1(A2-357) n'implique pas une diminution de son expression ni une
augmentation de sa solubilité.
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Figure 11 Quantification de la RI et des RlAs par immunodétection.
Les mêmes extraits cellulaires que ceux préparés à la figure 10 ont été mis sur gel
SDS-Page 7,5%, à raison de 10 ^ig pour chaque fraction (culots et surnageants) de
tous les extraits, et transférés sur membrane de nitrocellulose. La RI et les RlAs ont
été quantifiées dans chacune des fractions d'extraits en utilisant comme standard des
quantités connues d'extrait cellulaire contenant de la R1(A2-357) estimée au bleu de
Coomassie ou encore de la RI de HSV-2 purifiée (voir Matériel et méthodes).
L'immunodétection des protéines RI et RlAs a été réalisée en utilisant l'anticorps
polyclonal de lapinl68Rl (dilution 1/500).
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Tableau I Résumé des quantifications réalisées par immunodétection et au bleu de
Coomassie des protéines RI et RI As lors des infections simples et des coinfections
avecAd5TR5-Rl.

Extraits Bleu de

Coomassie

Blot

Infection Protéine
quantifiée

%
solubilité

% PCT %
solubilité

%PCT

RI

R1(A2-357)

R1(A2-398)

R1(A2^96)

R1+R1(A2-357)

RI + R1(A2-357)

RI + R1(A2-398)

RI + R1(A2-398)

R1+R1(A2-496)

R1+R1(A2-496)

RI

R1(A2-357)

R1(A2-398)

R1(A2-496)

R1(A2-357)

RI

R1(A2-398)

RI

R1(A2-496)

RI

66,18

N.Q.

N.Q.

N.Q.

N.Q.

36,13

N.Q.

20,19

N.Q.

N.Q.

3,05

3,65
3,85

2,32

2,10

3,20

3,07

2,53

2,92

1,70

59,56

3,67
N.D.

N.D.

5,36
38,33

N.D.

19,11

N.D.

1,89

3,23

2,20

1,96

2,54

1,24
3,10

1,48

1,74
1,94

1,61

N.D. : non détectable
N.Q. : non quantifiable
Moyenne de 3 quantifications pour chaque méthode
Deux expériences effectuées
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3.6 Effet de la clasto-lactacystine-p-lactone sur l'apoptose induite par la R1(A2-
357) et ubiquitination des protéines RlAs.

0

La R1(A2-357) étant une protéine agrégée, nous avons voulu tester l'effet d'un

inhibiteur de protéasome, la clasto-lactacystine-p-lactone (Le), sur l'apoptose induite
par la R1(A2-357). Les cellules A549tTA infectées avec Ad5TR5-Rl(A2-357) à 10

ou 50 PFU/cellule (Fig. 12A et B) ont été traitées ou non avec de laLc à 10 ^M. En

inhibant le fonctionnement du protéasome par la Le, nous avons observé une
augmentation significative de 14,6% et de 9,2% (24 et 48 h p.i.) de l'apoptose induite
par la R1(A2-357) lorsque l'infection avec Ad5TR5-Rl(A2-357) est réalisée à 10

PFU/cellule et une augmentation de 16,1% et de 15,5% quand l'infection est réalisée
à 50 PFU/cellule. L'augmentation de l'apoptose dans les cellules contrôles traitées
avec la Le fut inférieure à 5%. Le protéasome étant connu comme responsable de la
degradation des protéines agrégées, il est donc possible que l'accumulation d'agrégats
de R1(A2-357) soit impliquée dans l'induction de l'apoptose.

Suite à œtte dernière expérience, nous avons voulu détenniner si les RI As

sont des protéines ubiquitinées, c'est-à-dire marquées avec une chaîne polyubiquitine
en vue d'etre dégradées par le protéasome. Des extraits cellulaires contenant soit de la

RI, R1(A2-357), R1(A2-398) ou de la R1(A2-496) ont été testés par immimodétection

avec un anticoqîs anti-ubiquitine (Fig. 13). La polyubiquitination des protéines
agrégées peut ainsi se visualiser sous la forme d'une échelle de bandes ("ladder")
espacées par des intervalles d'environ 7 kDa ou encore par l'apparition d ime traînée
de protéines de haut poids moléculaire, ce qui reflète rattachement covalent de
multiples chaînes d'ubiquitine à la protéine ciblée (Glotzer et al., 1991). Dans ce cas-

ci, une nouvelle bande fut détectée dans l'extrait de R1(A2-357) dont le poids

moléculaire correspondait à celui de la R1(A2-357). Il eu été de même dans les

extraits de R1(A2-398) et de R1(A2-496) où dans chaque extrait une nouvelle bande
correspondant au poids moléculaire de la R1(A2-398) et de la R1(A2-496) fut
détectée. En présence de RI, les trois mêmes bandes correspondant aux protéines
R1(A2-357), R1(A2-398) ou R1(A2-496) furent également observées. La
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coexpression de la protéine RI ne semblait pas afiTecter l'ubiquitination de ces trois
protéines agrégées.

L'ensemble de ces observations laissent croire que les RI As sont des protéines

ubiquitinées et que l'inhibition du protéasome augmente l'apoptose induite par la
R1(A2-357).
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Figure 12 La clasto-lactacystine-p-lactone augmente l'apoptose induite par la R1(A2-
357).
Les cellules A549tTA ont été non infectées (Contrôle) ou infectées avec Ad5TR5-
R1(A2-357) à 10 PFU/cellule (A) ou 50 PFU/cellule (B). Tout de suite après
infection, les cellules ont été traitées (Lc+) ou non (Le-) avec la clasto-lactacystine-P-
lactone, le produit actif de la lactacystine à 10 ^iM. Les pourcentages d'apoptose ont
été évalués à 24 h et 48 h p.i. en comptant le nombre de cellules détachées de la boîte
de Pétri par rapport au nombre de cellules totales (cellules attachées + cellules
détachées). L'expérience a été effectuée deux fois en duplicata (deux boîtes de Pétri
par type d'infection).
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Figure 13 Les protéines R1(A2-357), R1(A2-398) et R1(A2-496) sont des protéines
ubiquitinées.
Des cellules A549tTA ont été non infectées (Contrôle), infectées pendant 24 h à une
MOI de 10 PFU/cellule avec Ad5TR5-Rl (RI), infectées pendant 17 h à 10
PFU/cellule avec Ad5TR5-Rl(A2-357) (R1(A2-357)), infectées pendant 17 h à 250
PFU/cellule avec Ad5TR5-Rl(A2-398)-K7-GFPQ (R1(A2-398)) ou Ad5TR5-Rl(A2-
496)-K7-GFPQ (RI (A2-496)) ou encore infectées pendant les 7 premières heures avec
Ad5TR5-Rl à 10 PFU/cellule et ensuite infectées pendant 17 h avec Ad5TR5-Rl(A2-
357) (RI + R1(A2-357)), ou Ad5TR5-Rl(A2-398)-K7-GFPQ (RI + R1(A2-398)) ou
Ad5TR5-Rl(A2-496)-K7-GFPQ (RI + R1(A2-496)). 10 |Ag de protéines de chaque
extrait cellulaire ont été déposés sur gel SDS-Page 7,5% et transférés sur membrane
de nitrocellulose. L'immunodétection des protéines ubiquitinées a été réalisée avec
l'anticorps anti-ubiquitine (dilution 1/5000).
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3.7 Effet du choc thermique et de l'expression de la protéine HSP70 ou de la
protéine antiapoptotique adénovirale E3-14.7kDa sur l'apoptose induite par la
R1(Â2-357).

0

L'expérience de solubilité des protéines ayant montré que la R1(A2-357) est

une protéine peu soluble, nous avons émis l'hypothèse que des protéines chaperonnes

comme HSP70 reconnues pour améliorer le repliement des protéines mal repliées

pourraient réduire la toxicité induite par la R1(A2-357) en favorisant un meilleur

repliement de cette protéine. Pour ce faire, nous avons d'abord procédé à un choc

thermique moyen (l h à 43°C), c'est-à-dire suffisant pour induire la production de

protéines HSPs sans induire l'apoptose (Subjeck et al., 1982), des cellules A549tTA

juste avant leur infection avec l'adénovims Ad5TR5-Rl(A2-357) à 5 PFU/cellule

(Matériel et méthodes). Les comptes d'apoptose effectués à l'hématimètre à différents

temps p.i. sont illustres à la figure 14. Les cellules contrôles A549tTA soumises ou
non à un choc thennique moyen obtenaient des taux d'apoptose similaires 24 h (2 %
d'apoptose) et 48 h (4% d'apoptose) après le traitement. Dans les cellules
préalablement soumises à un choc thennique, l'apoptose mduite par la R1(A2-357) ne

diminuait pas de façon significative par rapport aux cellules sans choc themiique
(Fig. 14).

Cette dernière expérience étant peu concluante, nous nous sommes alors
tournés vers l'utilisation d'adénovirus pour surexprimer la protéine chaperonne

HSP70 (Fig. 15). Les cellules A549tTA ont d'abord été infectées avec Ad5TR5-
HSP70 à 10, 25 ou 100 PFU/cellule et ensuite réinfectées avec Ad5TR5-Rl(A2-357)

à 10 PFU/cellule (Matériel et méthodes). Les pourcentages d'apoptose ont été

détenninés 24 h p.i. en comptant au microscope les cellules accolées et décollées
(Matériel et méthodes). Les résultats révèlent que la mortalité induite par la R1(A2-

357) ne diminue pas avec une infection avec Ad5TR5-HSP70 à 10 PFU/cellule (42%
d'apoptose dans les deux cas) et même qu'elle augmente jusqu'à 50,7 et 59,1% lors
de coinfections avec l'adénovims Ad5TR5-HSP70 utilisé à 25 et 100 PFU/celIule.

Etant donné que le niveau d'expression de la protéine chaperonne HSP70 n'a pas été
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vérifié dans cette expérience, nous ne pouvons pas afiBrmer que la surexpression de

HSP70 ne peut à elle seule réduire la toxicité de la R1(A2-357).

Afin de mieux explorer le potentiel proapoptotique de la R1(A2-357), nous

avons voulu détenniner l'effet de la protéine adénovirale antiapoptotique E3-14.7kDa

sur la toxicité de la R1(A2-357). Les cellules ont donc été infectées avec AdCMV5-

14.7k à 10 ou 50 PFU/cellule et ensuite réinfectées 7 h plus tard à 10 PFU/cellule

avec Ad5TR5-Rl(A2-357) ou AdCMV5-Fas-L (Matériel et méthodes). La protéine

antiapoptotique E3-14.7kDa protège non seulement de l'apoptose induite par le Fas-L

mais aussi de celle induite par la R1(A2-357) (Fig. 16). En effet, l'apoptose induite

par la R1(A2-357) passe de 38,6% à 3,3 et 2,5% quand le vims AdCMV5-14.7k est

utilisé respectivement à 10 et 50 PFU/celîule.

En somme, ces observations afïïnnent le fait qu'un choc thermique moyen ne

semble pas affecter la toxicité de la protéine R1(A2-357) et que la synthèse de

protéines HSP70 est incapable de diminuer l'apoptose induite par la R1(A2-357). Il

ne faudrait pas négliger pour autant la possibilité que d'autres protéines chaperonnes

puissent réduire la toxicité de la RI (A2-357) en améliorant son repliement. La

protéine antiapoptotique de l'adénovirus E3-14.7kDa protège de l'apoptose induite
par la R1(A2-357).

0



65

0

30

25

20 -i

(U
(0
0

Q.
15 -^0

Q.
(0 /
0

T /0

10-1 ^
/

/5

v

20 30 40 50

0

0 10

Temps (h)

Figure 14 Un choc thennique moyen ne diminue pas l'apoptose induite par la R1(A2-
357) dans les cellules A549tTA.
Le graphique représente le pourcentage de mortalité dans les cellules A549tTA en
fonction du temps lorsqu'elles ont tout d'abord subi (courbe en pointillée) ou non
(courbe pleine) un choc thermique d'une heure à 43°C, suivi d'une infection avec
Ad5TR5-Rl(A2-357) à 5 PFU/cellule. Les comptes de cellules accolées et décollées
ont été effectués à l'hématimètre et les pourcentages d'apoptose ont été évalués en
calculant le pourcentage de cellules décollées par rapport au nombre de cellules
totales (Matériel et méthodes). L'expérience a été effectuée trois fois en duplicata
(deux boîtes de Pétri par type d'infection).
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Figure 15 La surexpression de HSP70 ne protège pas les cellules A549tTA de
l'apoptose induite par la R1(A2-357).
Le graphique représente les pourcentages d'apoptose dans les cellules A549tTA après
avoir été infectées à différentes MOI (10, 25 et 100 PFU/cellule) avec Ad5TR5-
HSP70 pendant 7 h et ensuite avoir été réinfectées (courbe pleine) ou non (courbe
pointillée) avec Ad5TR5-Rl(A2-357) à 10 PFU/celIule. Les comptes de mortalité ont
été évalués 24 h suivant la première infection en calculant le nombre de cellules
accolées et décollées (Matériel et méthode). Cette expérience a été réalisée une seule
fois.
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Figure 16 Effet de la protéine adénovirale antiapoptotique E3-14.7kDa sur l'apoptose
induite par la R1(A2-357) et Fas-L.
Les cellules A549tTA ont été non infectées (Contrôle) ou infectées à 10 ou 50
PFU/cellule avec AdCMV5-14.7k (14.7k) et 7 h plus tard réinfectées ou non
(Contrôle) à 10 PFU/cellule avec Ad5TR5-Rl(A2-357) (R1(A2-357)) ou AdCMV5-
Fas-L (Fas-L). Les comptes d'apoptose ont été effectués 24 h suivant la première
infection en évaluant le nombre de cellules accolées et décollées (Matériel et
méthodes). Les chiffres entre parenthèses indiquent la multiplicité d'infection utilisée.
Cette expérience a été réalisée une fois en duplicata (deux boîtes de Péti-i par type
d'infection).
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3.8 Effet des RlAs et de la RI sur l'activation des caspases.

Afin d'élucider le mécanisme par lequel la R1(A2-357) induit l'apoptose, nous

avons étudié l'activation des caspases 8, 3 et 6/9. Nous avons d'abord vérifié

1'activation de la caspase 8 par immunodétection dans des extraits cellulaires infectés

à 25 PFU/cellule avec Ad5TR5-Rl(A2-357) (Matériel et méthodes). La disparition de

la proforme inactive (55 kDa) de la caspase 8 en fonction du temps dans les cellules

qui expriment la R1(A2-357) démontre qu'il y a clivage de la procaspase 8 (Fig. 17).

Etant donné qu'il était impossible de détecter les fragments de la caspase 8

active, nous avons utilisé un substrat fluorescent spécifique à la caspase 8, IEDT-
AFC. Des cellules A549tTA ont donc été infectées à 10 PFU/cellule avec Ad5TR5-

R1(A2-357) ou encore à 250 PFU/cellule avec Ad5TR5-Rl(A2-398)-K7-GFPQ ou
Ad5TR5-Rl(A2-496)-K7-GFPQ. Les cellules ont été récoltées à différents temps p.i.
et la réaction enzymatique a été réalisée comme décrit dans "Matériel et méthodes".

Dans les exfa-aits contenant la RI (A2-357), la caspase 8 active détectable à 4 h p.i. fut

maximale à 12 h p.i. et diminua par la suite (Fig. 18A). Pour ce qui est des extraits
exprimant la R1(A2-398), l'activité caspase 8 fut détectable entre 24 et 30 h p.i. mais

au même niveau que les contrôles et devint absente à partir de 48 h p.i. Il ne semble

pas y avoir d'activation de la caspase 8 dans ces extraits comparativement aux
extraits de R1(A2-357) où une très forte activité caspase 8 fut détectée à 12 h p.i.

L'activité caspase 8 fut indétectable dans les extraits de R1(A2-496) (Fig. 18A).

L'étude de l'activation de la caspase 3 a aussi été effectuée en utilisant un
substrat spécifique. Les résultats présentés à la figure 18B montre que son activité est

détectable à partir de 6 h p.i. dans les extraits de R1(A2-357), et à partir de 24 h p.i.

pour la R1(A2-398) et la R1(A2-496). Elle devient maximale à 9 h p.i. pour la R1(A2-

357), et à 36 h p.i. pour les deux auto-es RlAs. Nous remarquons que le maximum

d'activité caspase 3 est plus important dans les extraits de R1(A2-496) (992

nM/min/mg) que celui des extraits de R1(A2-398) (380 nM/min/mg) ou de R1(A2-

357) (625 nM/min/mg). On peut conclure que l'apoptose induite par les RlAs mène à
1'activation de la caspase 3.
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L'activation des caspases 6/9 fut détectable à partir de 9 h p.i. en présence de

R1(A2-357) et maximale à 12 h p.i. (Fig. 18C). Les caspases 6/9 furent également

activées 24 h p.i. en présence de R1(A2-398) ou de R1(A2-496) et l'activation fut

maximale à 36 h p.i, L'apoptose induite par les protéines RI As mène également à

l'activation des caspases 6/9. Pour ce qui est de l'activité caspase l, les flucftjations
d'activation sont non significatives (résultat non montre).

Pour mieux visualiser l'ordre d'activation des caspases 8,3 et 6/9, les données

de la figure 18 ont été retracées en pourcentage de leur maximum d'activation (Fig.

19). En observant les pourcentages d'activités caspases maximales pour les extraits de

R1(A2-357) (Fig. 19), on remarque que l'activation de la caspase 8 (4 h p.i.) précède

l'activation des caspases 3 (6 h p.i.) et 6/9 (9 h p.i.). L'apoptose induite par la R1(A2-

357) débuterait donc par l'activation de la caspase 8.

L'activation des caspases 3 et 6/9 induite par les R1(A2-398) et R1(A2-496)

était concomitante (résultat non montré). Dans les extraits de R1(A2-398), l'activation

de la caspase 8 précède l'activation des caspases 3 et 6/9 (à partir de 30 h p.i,). La

caspase 8 n'est pas du tout impliquée dans l'apoptose induite par la R1(Â2-496).

Nous avons voulu déterminer l'efîèt de la RI sur l'activation des caspases par

les RI As. Nous avons donc procédé au préalable à une première infection de 16 h
avec Ad5TR5-Rl à 10 PFU/cellule suivi des mêmes infections avec les RlAs. Dans

les extraits qui coexpriment la RI et la R1(A2-357), nous remarquons que l'activité

caspase 8 est similaire à celle du contrôle (environ 5 pM/min/mg) (Fig. 18A).
L'activité caspase 8 est complètement absente avec les coinfections RI + R1(A2-398)

ou RI + R1(Â2-496) (Fig. 18A). Pour ce qui est de l'activité caspase 3, elle est

totalement absente dans l'extrait RI + R1(A2-357), et non significative dans l'extrait

de RI + R1(A2-398) (Fig. 18B). Par contre, lors d'une coinfection avec RI et R1(A2-

496), l'activité caspase 3 est détectable 30 h p.i. et continue d'augmenter jusqu'à 48 h
p.i. Si l'on compare les taux d'activité caspase l des coinfections avec celui des
cellules contrôles, nous constatons que l'activité caspase l est négligeable (résultat

non montré). L'activité caspase 6/9 est complètement nulle pour les trois types de
coinfections (Fig. 18C).
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En somme, l'apoptose induite par chacune des RI As ne débute pas par les

mêmes événements d'activation des caspases. Dans le cas de la Rl(A2-357) et de la

R1(A2-398), elle débute par l'activation de la caspase 8 suivi des caspases 3 et 6/9.

Pour ce qui est de la R1(A2-496), elle débute par les caspases 3 et 6/9. Cependant,

nous pouvons affirmer que la cascade d'activation des caspases survient beaucoup

plus tôt dans le cas de la R1(A2-357), ce qui explique les manifestations plus précoces

de l'apoptose par rapport aux deux autres protéines agrégées R1(A2-398) et R1(A2-

496). Nous pouvons également conclure que la coexpression de la RI dans les extraits

de RI As empêche l'activation de la caspase 8 et abolit complètement celle des

caspases 6/9. Bien que la présence de la RI empêche l'activation de la caspase 3 dans

les extraits de R1(A2-357) et R1(A2-398), celle-ci n'empêche pas l'activation de la

caspase 3 dans les extraits de RI (A2-496) 48 h p.i.

0
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Figure 17 La R1(A2-357) mène au clivage de la procaspase 8.
Des cellules A549TtA non infectées (Contrôle) ou infectées pendant 7 h avec
Ad5TR5-Rl(A2-357) (R1(A2-357)) à 25 PFU/cellule ont été récoltées à différents
temps post-infection. 10 |xg d'extraits protéiques ont été déposées sur gel SDS-Page
12% puis transférés sur membrane de nitrocellulose. La disparition de la procaspase 8
(55 kDa) a été observé par immunodétection avec un anticorps anti-caspase 8
(dilution 1/1000). L'expérience a été effectuée une seule fois mais deux
immunodétections ont été réalisées.
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Figure 18 Effet de la RI et des protéines agrégées R1(A2-357), R1(A2-398) et
R1(A2-496) sur l'activation des caspases 3,8 et 6/9 dans les cellules A549tTA.
(A) Le graphique représente l'activité caspase 8 en fonction du temps dans des
extraits cellulaires de A549tTA non infectées (Contrôle) ou infectées une seule fois
(courbes pleines) à 10 PFU/cellule avec Ad5TR5-Rl ou Ad5TR5-Rl(A2-357), ou
infectées à 250 PFU/cellule avec Ad5TR5-Rl(A2-398)-K7-GFPQ ou Ad5TR5-Rl(A2-
496)-K7-GFPQ; ou encore infectées à 10 PFU/cellule avec Ad5TR5-Rl (courbes
pointillées) suivi 7 h plus tard d'une infection à 10 PFU/cellule avec Ad5TR5-Rl(A2-
357) ou à 250 PFU/cellule avec Ad5TR5-Rl(A2-398)-K7-GFPQ ou Ad5TR5-Rl(A2-
496)-K7-GFPQ. Les cellules ont été récoltées à différents temps post-infection et la
reaction enzymatique a été réalisée en utilisant 60 ^g d'extraits protéiques et 5 ^1 de
substrat spécifique pour la caspase 8 (Matériel et méthodes). L'expérience a été
effectuée une seule fois.
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(B) Le graphique représente l'activité caspase 3 en fonction du temps dans les mêmes
extraits que ceux présentés en (A). La réaction enzymatique a été réalisée de la même
façon qu'en (A) mais avec le substrat spécifique pour la caspase 3 active.
(C) Le graphique représente l'activité caspase 6/9 en fonction du temps dans les
mêmes extraits que ceux présentés en (A). La réaction en2ymatique a été réalisée
avec le substrat spécifique pour les caspases 6 et 9.
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Figure 19 Pourcentages d'activités caspases maximales dans les extraits de R1(A2-
357).
Les graphiques représentent les pourcentages d'activités caspases maximales dans les
extraits de cellules A549tTA qui ont été infectées à 10 PFU/cellule avec Ad5TR5-
R1(A2-357). Les cellules ont ensuite été récoltées à différents temps p.i. et les
reactions enzymatiques pour les caspases 3, 8 et 6/9 ont été réalisées en utilisant 60
p,g d'extraits protéiques et 5 p.1 de substrat spécifique aux caspases (voir Matériel et
méthodes). Les valeurs maximales d'activités caspases sont les suivantes: caspase 3:
625,18 nM/min/mg; caspase 6/9: 348,6 nM/min/mg; caspase 8: 0,031 nM/min/mg.
L'expérience a été effectuée une seule fois.

0



n

75

3.9 Mécanisme d'induction de l'apoptose de la R1(A2-357).

En vue de déterminer comment la R1(A2-357) pourrait contribuer à

l'activation de la procaspase 8, nous avons vérifié si noiis pouvions détecter des

interactions entre les agrégats de R1(A2-357) et la procaspase 8 et FADD, deux

protéines ùnpliquées dans l'activation de la cascade du récepteur Pas. Pour ce faire,

des cellules A549tTA ont été infectées à une MOI de 10 PFU/cellule avec Ad5TR5-

RI et 7 h plus tard réinfectées ou non avec AdTR5-Rl(A2-357) à 100 PFU/cellule

pendant 17 h (Matériel et méthodes). Les extraits cellulaires ont été centrifugés,

séparés en culot (P) et surnageant (S) et soumis à l'ùnmunodétection des protéines

procaspase 8 et FADD (voir Matériel et méthodes). Nous observons à la figure 20 que

la procaspase 8, qui est une protéine relativement soluble, est plus présente dans le

surnageant de l'extrait contrôle et de l'extrait contenant la RI. Par contre, dans

l'extrait de R1(A2-357) (R1A), la procaspase 8 se retrouve majoritairement dans le

culot. Il en est de même avec la protéine FADD qui est très soluble et que l'on

retrouve presque uniquement dans le surnageant des extraits contrôles. En présence

de R1(A2-357), la protéine FADD se retrouve également recrutée dans le culot de

l'extrait. Lorsqu'on effectue des coexpressions des protéines RI et R1(A2-357),

l'effet d'entraînement des protéines FADD et procaspase 8 dans le culot est
complètement empêché.

Le recrutement de la procaspase 8 et de FADD dans le culot de R1(A2-357),

démontre une interaction possible entre œs protéines proapoptotiques et les agrégats

de R1(A2-357). Etant donné que le recmtement de ces deux protéines diminue en

presence de RI, il est possible que le potentiel antiapoptotique de la RI se manifeste

en empêchant l'interaction entre les agrégats de R1(A2-357) et les protéines FADD et

procaspase 8.

0
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Figure 20 Recrutement de la procaspase 8 et de FADD par les agrégats de R1(A2-
357).
Les cellules A549tTA ont été non infectées (Contrôle), infectées pendant 24 h à une
MOI de 10 PFU/cellule avec Ad5TR5-Rl (RI), infectées pendant 17 h avec AdTR5-
R1(A2-357) à 100 PFU/cellule (R1A), ou encore infectées pendant 7 h avec Ad5TR5-
RI à 10 PFU/cellule et ensuite avec Ad5TR5-Rl(A2-357) pendant 17 h à 100
PFU/cellule (RI + R1A). Les extraits cellulaires ont été centrifugés, séparés en culot
(P) et surnageant (S). 10 }Ag d'extraits protéiques ont migres sur gel SDS-Page 12% et
ont été transférés sur membrane de nitrocellulose. L'immunodétection de la
procaspase 8 (55K) et FADD (28K) a été réalisée en utilisant les anticorps anti-
caspase 8 (dilution 1/1000) etanti-FADD (dilution 1/1000).
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4.1 Etude du potentiel proapoptotique de la R1(A2-357).

La RI de la RR des HSV a la particularité, si on la compare avec la RI de

d'autres expèces (voir figure l), d'avoù- une extension d'environ 350 a.a. à
l'extrémité NHz non-essentielle à l'activité réductase. Des travaux réalisés dans le

laboratoire par mes prédécesseurs ont révélé qu'une deletion de ce domaine NH; (du

2e au 357e a.a.) dans la sous-unité RI de HSV-2 générait une protéine cytotoxique
R1(A2-357) (Massie et al., 1998). Ils ont également confinné que les cellules

exprimant cette protéine tronquée mourraient par apoptose (Lippens, 1998) et que la
RI était capable de protéger les cellules A549tTA de l'apoptose induite par la R1(A2-

357), le Fas-L et le TNF-a (Bergeron, 1998). Finalement, des études ont aussi

démontré que pvhs-, un mutant HSV-1 portant une deletion pour la RI, est moins
efficace que les HSV sauvages pour protéger les cellules A549tTA de l'apoptose

induite par le TNF-a (Langelier et al., 2001). La RI de HSV-2 pourrait donc avoir un

rôle en protégeant les cellules infectées par HSV de la mort induite par les

lymphocytes T et le TNF-a, et ainsi pennettre au virus de compléter sa replication.

Mon projet de recherche consistait donc à déterminer comment la R1(A2-357)

indiut l'apoptose et comprendre comment la RI protège de l'apoptose induite par la

R1(A2-357). Nous avons tout d'abord coiistaté que la toxicité induite par la R1(A2-

357) n'implique pas des protéines de l'adénovims. Nos premières expériences ont

aussi démontré que les protéines R1(A2-357), R1(A2-398) et R1(A2-496) sont des

protéines agrégées et ubiquitinées mais il n'y a pas de corrélation entre leur

insolubilité et leur toxicité. Nous pouvons également conclure que la carence en
sénun, l'addition de cycloheximide et la clasto-lactacystine-P-lactone augmentent

l'apoptose induite par la R1(A2-357) dans les cellules A549tTA tandis que la protéine

adénovù^le E3-14.7kDa protège de l'apoptose induite par la R1(A2-357). Un choc

thermique et la surexpression de la protéine HSP70 ne diminuent pas l'apoptose

induite par la R1(A2-357). Pour ce qui est du mécanisme d'induction de l'apoptose

des protéines RlAs, mes résultats suggèrent qu'il n'y a pas de cascade d'activation

des caspases commune à ces protéines agrégées. Par contre, il y a activation et
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relocalisation de la caspase 8 au niveau des inclusions de R1(A2-357). Le potentiel

antiapoptotique de la RI se manifeste en empêchant l'activation des caspases par les

RlÂs et la relocalisation de la caspase 8 en présence de R1(A2-357).

4.1.1 La mortalité induite par la R1(A2-357) n'implique pas des protéines
de l'adénovirus.

Etant donné que toutes les expériences effectuées pour caractériser l'apoptose

induite par la R1(A2-357) avaient toutes été réalisées par des infections dans les

cellules A549tTA avec l'adénovirus Ad5TR5Rl(A2-357), nous avons d'abord voulu

verifier si des protéines adénovirales pouvaient être impliquées dans le processus
cytotoxique de la R1(A2-357). Des transfections ont donc été réalisées dans les

cellules HelatTA avec des plasmides exprimant la protéine R1(A2-357) sous le

contrôle d'un promoteur constitutif ou régulé par la tétracycline (Fig. 3). Nous avons

pu démontrer qu'en absence de protéines virales, la R1(A2-357) avait encore un

potentiel proapoptotique.

4.1.2 Hypothèse du domaine proapoptotique

Pour expliquer le potentiel proapoptotique de la R1(A2-357), nous avons

d'abord émis l'hypothèse que la deletion (A2-357) avait d'une part enlever un

domaine antiapoptotique et d'autre part conduit à la surexpression d'une protéine

proapoptotique. Cette deletion aurait donc démasqué une région proapoptotique du

domaine réductase. La R1(A2-357) pourrait avoir dans son domaine réductase une

région proapoptotique lui permettant d'interagir avec certaines protéines impliquées
dans la cascade de l'apoptose comme la caspase 8 ou une protéine de la famille Bcl-2.

Le fait que la RI n'induit pas l'apoptose pourrait s'expliquer par la présence du
domaine NHî antiapoptotique qui pennettrait de contrer l'apoptose induite par ce
domaine proapoptotique; ou encore, qui empêcherait l'accessibilité au domaine
proapoptotique en le masquant.
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n 4.1.3 Hypothèse de l'agrégation de protéines

La caractérisation de ces protéines notamment en ce qui concerne leur

localisation et leur solubilité a cependant fait surgir une autre hypothèse. Nous avons

constaté (Fig. 8 et 9) que la RI pleine longueur est localisée de manière diffuse dans

le cytoplasme tandis que la R1(A2-357) fonne de grandes inclusions cytoplasmiques

généralement en périphérie du noyau. L'observation de ces agrégats de R1(A2-357)

laissait suggérer que cette protéine était insoluble et que l'agrégation de R1(A2-357)

pourrait être responsable de l'induction de l'apoptose. En fait, la R1(A2-357)

s'agrégerait parce que la deletion expose des sites hydrophobes normalement

maintenus à l'intérieur de la structure de la RI et affecte ainsi la capacité de la

protéine à se replier correctement.

4.1.4 Création de protéines RlAs plus courtes

0

Suivant l'idée de cette deuxième hypothèse, nous pouvons supposer qu'il

serait possible de créer des protéines R1A qui auraient un meilleur repliement et par

conséquent seraient moins proapoptotiques. Pour ce faire, nous avons constmit deux

recombinants adénovims permettant l'expression de protéines R1A plus courtes,

c'est-à-dire portant des deletions du 2e a.a. jusqu'à la position 398 et 496 (Fig. 2).

Nous avons ensuite étudié le potentiel proapoptotique de ces deux nouvelles

protéines R1(A2-398) et R1(A2-496) et comparé leur toxicité avec celle de la R1(A2-

357). En procédant à des infections avec ces deux nouveaux adénovims à des MOI

permettant la production de quantités similaires de RI As (Fig. 7), nous avons

remarqué que la mortalité induite par la R1(A2-398) et la R1(A2-496) se manifestait

plus tardivement que celle induite par la protéine R1(A2-357). En procédant à des

coinfections (Fig. 7), nous avons observé que la RI protège efficacement de

l'apoptose induite par la R1(A2-357). Bien que l'effet antiapoptotique de la RI se

manifeste 24 h p.i. avec la R1(A2-398) et la R1(A2-496), la mortalité induite par ces

deux RlAs 96 h p.i. ne diminue plus en présence de RI. Il est possible que les fortes



n

81

MOI utilisées soient responsables d'une certaine toxicité associée à l'expression de
protéines virales à des temps supérieiys à 48 h p.i., ou encore que la Ri ne puisse pas
protéger efficacement contre ces deux protéines RI As. Nous ne pouvons pas éliminer

l'hypothèse qu'une expression plus importante de ces deux protéines surviendrait à
des temps supérieurs à 48 h p.i.

4.1.5 Les RlÂs sont des protéines agrégées.

Afin de vérifier l'hypothèse que les RlAs seraient des protéines agrégées,

nous avons déterminé le pourcentage de solubilité de la RI et des RlAs. Les

quantifications ont révélé une très faible solubilité (environ 4%) pour la R1(A2-357)

tandis que la solubilité de la RI est d'environ 66% (tableau I). Pour ce qui est des

protéines R1(A2-398) etRl(A2-496), leur solubilité est estimée à moins de 0,05%. Ce

résultat va donc en faveur de l'hypothèse d'agrégation des protéines R1(A2-357),

R1(A2-398) et R1(A2-496). Cependant, il n'y a pas de corrélation entre l'insolubilité
de ces protéines et leur toxicité.

Dans un premier temps, nous avons d'abord supposé que l'effet
antiapoptotique de la RI pourrait se manifester en améliorant le repliement des RlAs,

mais ce n'est pas le cas. En effet, en efifectuant des coexpressions de la RI avec soit la
R1(A2-357), la R1(A2-398) ou R1(A2-496) (Fig. 10 et 11), on remarque que non
seulement la solubilité des RlAs n'est pas améliorée, mais en plus, la solubilité de la

RI est réduite à 38% en présence de R1(A2-357), à 19% en présence de R1(A2-398)

et à environ 2% en présence de RI(A2-496) (tableau I). La RI n'aide donc en rien le
repliement de ces protéines agrégées.

Le protéasome étant responsable de la dégradation des protéines, nous avons
supposé qu'en utilisant de tels inhibiteurs, cela aurait pour effet d'augmenter

l'apoptose induite par la R1(A2-357). L'augmentation de l'apoptose induite par la

R1(A2-357) en présence de Le (Fig. 12) appuie l'hypothèse que l'accumulation

d'agrégats de R1(A2-357) serait responsable de l'apoptose. Afin de vériiïer œtte

0
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hypothèse, nous pourrions déterminer par ùnmunofluorescence le nombre d'agrégats
de R1(A2-357) présents dans les cellules traitées ou non avec la Le.

Les immunodétections eÉFectuées avec un anticorps anti-ubiquitine (Fig. 13)

montrent également que les RI As sont des protéines ubiquitinées tout comme les
inclusions de protéines agrégées et ubiquitinées observées chez certaines pathologies

associées aux répétitions GAG (Canu et al., 2000). Les protéines R1(A2-357), R1(A2-

398) et R1(A2-496) sont possiblement dégradées de manière ubiquitine-protéasome-
dépendante.

4.1.6 Relation entre l'agrégation de R1(Â2-357) et l'apoptose.

u

Maintenant que nous savons que les RI As sont des protéines agrégées, il reste

à déterminer si l'accumulation d'agrégats est responsable de l'apoptose observée dans
les cellules A549tTA. Bien que l'agrégation des protéines a été associée à plusieurs
pathologies, 1'implication de ces agrégats dans l'apoptose reste encore très obscure
(Clark et Muchowski, Review 2000). Il a été démontré récemment que les cellules
gardent encore la capacité d'avoir des processus normaux malgré la présence
d'agrégats, ce qui suggère que la formation d'inclusions associées à certaines
pathologies serait un phénomène général pour protéger les cellules de la toxicité des
protéines agrégées (Garcià-Mata et al., 1999). Malgré le fait que plusieurs études
supportent cette hypothèse (Saudou et al., 1998; Klement et al., 1998; Klement et al.,
1999; Cummings et al., 1999), une étude portant sur la maladie d'Huntington a
cependant associé la fonnation d'agrégats à l'apoptose et à l'activation de la caspase
8 (Sànchez et al., 1999). Ce laboratoire a démontré que l'expression d'himtingtine
mutée portant une queue polyglutamines (Q79) active et recrute la capase 8 dans les
inclusions de Q79. L'inhibition de l'activation de la caspase 8 en utilisant l'inhibiteur

CrmA ou une forme dominante négative de FADD, Bcl-2 ou Bcl-XL prévient le
recmtement de la caspase 8 et l'apoptose induite par l'expression de Q79.

Pour ce qui est des agrégats de R1(A2-357) observés à l'mununofluorescence

et en nùcroscopie électronique, ils sont présents dans les cellules qui survivent à

l'apoptose induite par la R1(A2-357), c'est-à-dire qui restent attachées à la paroi des
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boîtes de Pétri. En plus, nous savons qu'une très faible quantité de R1(A2-357) est

capable d'induire l'apoptose (moins de 0,006% PCT) (Lippens, 1998) et que cette

protéine toxique commence à induire l "activation de la caspase 8 à partir de 4 h p.i.

(Fig. 18.A) et l'apoptose à partir de 6 h p.i., temps où l'accumulation de R1(A2-357)

n'est pas assez importante pour que les agrégats soient observables à

l'immunofluorescence. L'ensemble de ces résultats suggère que la formation des

grosses inclusions serait un phénomène général dû à l'accumuïation de protéines

agrégées. Il est possible que la formation d'inclusions protège les cellules de

l'apoptose induite par la Rl(A2-357) en empêchant la dispersion de la protéine

agrégée.

4.1.7 Constitution des agrégats de R1(A2-357)

0

Afin d'en savoir plus sur la nature de ces inclusions de R1(A2-357), nous

avons observé les cellules en microscopie électromque (Fig. 9) et constaté que les

inclusions n'apparaissent pas aussi denses qu'en immunofluorescence. Elles sont

constituées de petites structures arrondies d'environ 50-100 nm de largeur plus ou

moins denses aux électrons. Elles n'ont pas de matériel filamenteux (fibres de 8 à 10

run) comme dans les inclusions de protéines agrégées ubiquitinées associées à

plusieurs pathologies (Johjtiston et al., 1998; Wigley et al., 1999). Il est probable que

ces petites stmctures arrondies soient constituées de R1(A2-357) et de SHSPs dont la

taille est d'environ 20 nm. Des organelles comme des nùtochondries ont pu être

identifiées dans les grosses inclusions de R1(A2-357).

Lorsque la RI est coexprimée avec la R1(A2-357) pour bloquer l'apoptose, les

agrégats de R1(A2-357) sont dispersés en dizaines d'inclusions cytoplasmiques (Fig.

8). En nùcroscopie électronique (Fig. 9), nous constatons que ces inclusions

sphériques de RI et R1(A2-357) sont entourées d'une couche épaisse de matériel

dense contenant notamment la RI et que leur centre contient du matériel peu dense.

Aucun organelle ou structure cellulaire n'a pu être identifié dans les inclusions

contenant la RI et la R1(A2-357). Des études en cours visent à identifier la nature de

ces inclusions cytoplasmiques. Ces résultats démontrent que la RI interfère dans la
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localisation des agrégats de R1(A2-357) et laissent supposer que le potentiel

antiapoptotique de la RI est lié à sa capacité d'empêcher des interactions entre les

inclusions de R1(A2-357) et des protéines proapoptotiques.

4.1.8 Effet d'un choc thermique moyen et de la surexpression de HSP70

sur l'apoptose induite par la R1(A2-357).

0

Les expériences précédentes montrant que les RI As sont des protéines

insolubles, nous avons émis l'hypothèse que des protéines chaperonnes comme

HSP70, reconnues pour améliorer le repliement des protéines mal repliées

(Morrimoto et al., 1994), pourraient réduire la toxicité induite par la R1(A2-357).

Nous avons donc soumis les cellules exprimant la R1(A2-357) à un choc thermique

moyen (l h à 43°C), traitement connu pour induire la thermotolérance grâce à une

augmentation de l'expression de protéines chaperonnes (HSPs) et tout

particulièrement l'expression de HSP70 (Subjeck et al., 1982). Un choc thermique

augmente également l'expression des SHSPs de 10 à 20 fois jusqu'à une

concentration maximale de 0,1% PCT (Arrigo et Landry, 1994). Ces SHSPs

augmentent aussi la thermorésistance (Landry et al., 1989).

Les résultats obtenus (Fig. 14) suggèrent qu'un choc thermique ne diminue

pas la toxicité de la R1(A2-357). La surexpression de HSP70 à l'aide d'adénovims

(Fig. 15) ne diminue pas non plus la mortalité induite par la R1(Â2-357) suggérant le

fait que la protéine chaperonne HSP70 seule n'est d'aucun secours pour réduire

l'apoptose induite par la R1(A2-357) en favorisant un meilleur repliement de la

protéine agrégée. Etant donné que nous n'avons pas vérifié le niveau d'expression de

protéines chaperonnes lors du choc thermique ou de l'utilisation d'adénovirus, il est

possible que l'expression de HSP70 ou de SHSPs n'était pas assez importante pour

protéger contre l'apoptose induite par la R1(A2-357).

Il a cependant été rapporté dans la littérature qu'une co-surexpression de

HSP70 et HSP40 est nécessaire pour protéger d'un choc thermique (Michels et al.,

1997; Michels et al., 1999). Il est donc possible que l'efifet bénéfique de la

surexpression de HSP70 grâce à l'utilisation d'adénovirus ne soit pas perceptible sans
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une coexpression de protéines HSP40. Il faudrait également vérifier la possibilité que

d'autres protéines chaperonnes, comme les SHSPs, puissent améliorer le repliement
de la R1(A2-357) et ainsi diminuer la toxicité de cette protéine.

4.1.9 Effet de la carence en sérum, de la cycloheximide et de la protéine

adénovirale E3-14.7kDa sur l'apoptose induite par la R1(Â2-357).

Nous avons constaté que les cellules A549tTA sensibilisées grâce à un

traitement à la cycloheximide ou à une carence en sémm devenaient ainsi plus

susceptibles à l'apoptose induite par la R1(A2-357) (Fig. 4 et 5). Il est donc possible

d'augmenter l'apoptose induite pss la R1(A2-357) quand 100% des cellules A549tTA

sont infectées. Nous avons également observé que la protéine antiapoptotique

adénovirale E3-14.7kDa peut protéger de l'apoptose induite par la R1(A2-357) (Fig.

16). La protéine adénovirale E3-14.7kDa est aussi reconnue comme étant capable de

protéger de l'apoptose induite pai le TNF-a et Fas-L (Wold, Review 1993). Jusqu'à

maintenant, nous savons que la protéine E3-14.7kDa interagit avec la procaspase 8 et
les protéines FIP-1 et FIP-2 (Chen et al., 1998; Li et al., 1997; Li et al., 1998) ce qui
suggère que son potentiel antiapoptotique se manifeste en agissant au niveau de ces
protéines pour empêcher l'activation subséquente des caspases effectrices menant à
l'apoptose. E3-14.7kDa peut ainsi protéger de l'apoptose mduite par une
surexpression de Fas-L, de FADD ou de caspases 8 (Chen et al., 1998). Bien qu'il

soit possible que la protéine E3-14.7kDa puisse agir à différents niveaux pour

empêcher l'apoptose, on peut supposer que peut-être l'effet proapoptotique de la
R1(A2-357) se manifeste en activant la cascade des caspases au niveau ou en amont

de la caspase 8 étant donné que la E3-14.7kDa pourrait bloquer l'apoptose induite par
la R l (A2-357) en interagissant avec la procaspase 8.

0
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0 4.2 Mécanisme d'induction de l'apoptose par les RlAs

4.2.1 Activation des caspases par les RlAs

En étudiant l'activation des caspases l, 3, 6/9 et 8 lors de l'induction de

l'apoptose par les RI As, nous avons remarqué que l'apoptose induite par chacune des

RI As ne débute pas par la même cascade d'activation des caspases. L'apoptose

ùiduite par la R1(A2-357) et la R1(A2-398) débute par l'activation de la caspase 8,

suivi des caspases 3 et 6/9 (Fig. 19). Pour ce qui est de la mortalité induite par la

R1(A2-496), les caspases 3, 6/9 sont activées 24 h p.i. et la caspase 8 n'est pas du tout

impliquée. Cependant, nous pouvons affirmer que l'activation des caspases smvient

beaucoup plus tôt dans le cas de la R1(A2-357), ce qui explique les manifestations

plus précoces de l'apoptose par rapport aux deux autres protéines agrégées R1(A2-

398) et R1(Â2-496). Pour vérifier si l'apoptose induite par les RlAs passe par

1'activation de la caspase 3, il faudrait procéder à des infections dans des cellules

caspase 3 négatives. Il est également possible de démontrer la nécessité de la caspase

8 dans l'apoptose induite par la R1(A2-357) en faisant des infections dans des cellules
caspase 8 négatives.

4.2.2 Recrutement de la procaspase 8 au niveau des inclusions

deRl(A2-357)

0

En vue de déterminer comment la R1(A2-357) induit le clivage de la

procaspase 8 (Fig. 17), nous avons vérifié s'il y avait des interactions entre les

agrégats de R1(A2-357) et la procaspase 8 et FADD, deux protéines impliquées dans

l'activation de la cascade du récepteur Fas. En effet, dans une étude sur la maladie

d'Huntington (Sânchez et al., 1999), il a été démontré que l'expression d'une

protéine agrégée possédant une expansion de répétitions polyglutamines (Q79),

produisait le recmtement et l'activation de la caspase 8 dans les neurones.
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0 En se basant sur cette étude, nous avons postulé que si la caspase 8 est activée

par les inclusions de R1(A2-357) via des interactions protéines-protéines, il devrait y

avoir également un recmtement direct ou mdirect de la caspase 8 par les inclusions de

R1(A2-357), c'est-à-dire une modification de la distribution cellulaire de la caspase 8

de la fraction soluble à la fraction insoluble contenant les agrégats de R1(A2-357).

Nos expériences ont révélé une activation de la caspase 8 et une relocalisation de

celle-ci dans la fraction insoluble contenant la R1(A2-357) (Fig. 20), suggérant ainsi

que le recnitement de la caspase 8 par les inclusions serait responsable de son

activation. On peut aussi vérifier cette hypothèse en regardant s'il y a colocalisation

intracellulaire de la caspase 8 avec les inclusions de R1(A2-357). Il faudrait donc

surexprimer la caspase 8 avec un vecteur exprimant une caspase 8 inactive pour ne

pas induire l'apoptose dans les cellules et ensuite la repérer par immunofluorescence.

Le recrutement de la protéine FADD dans le culot de R1(A2-357) (Fig. 20), démontre

aussi la possible interaction entre cette protéine et les agrégats de R1(A2-357).

4.2.3 Modèle de saturation du protéasome par la R1(A2-357)

L'experience réalisée avec des inhibiteurs de protéasomes suggérant que

l'accumulation d'agrégats de R1(A2-357) est impliquée dans l'induction de

l'apoptose, nous proposons que l'effet proapoptotique des RI As réside dans leur

capacité à saturer le protéasome. Les agrégats ou les intennédiaires de repliement de

RlAs pourraient agir comme inhibiteurs compétitifs du protéasome 26S ce qui

résulterait en la perte de l'activité protéosomale affectant ainsi la dégradation des

autres protéines mal repliées ou des protéines régulatrices impliquées dans le contrôle

du cycle cellulaire ou de l'apoptose comme p53, p21cipl, p27Kipl, Bik, Bax et la
cycline B (Pagano et aï., 1995; Yaglom et al., 1995; Deshaies et al, 1995; Scheffiier

et al., 1993; Seufert et al., 1995; Li et Dou, 2000; Marshansky et al., 2001). On peut

supposer qu'en présence de RlÂs agrégées, il y aurait ainsi accumulation de protéines

régulatrices importantes comme p53 qui est connue pour induire l'apoptose

lorsqu'elle est surexprimée (Lopes et al., 1996). D est aussi possible que le

protéasome ne soit plus capable de cliver un produit {articulier pour former le produit
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0 actif, ce qui bouleverserait la transcription de certains gènes et initierait la cascade

apoptotique. Un tel clivage n'a pas encore été démontré mais nous savons que la

protéine inactive pl 05 est clivé par le protéasome pour former la protéine p50 NF-KB

active (Palombella et al., 1994). La perturbation des fonctions du protéasome par la

presence de R1(A2-357) pourrait empêcher la cellule de normalement dégrader

d'autres protéines mal repliées toxiques pour la cellule.

Il a été démontré que l'inhibition du protéasome grâce à des inhibiteurs

comme la lactacystine a pour effet de stimuler l'apoptose dans certaines lignées

(Drexler, 1997; Lopes et al., 1997) ou de l'inhiber dans d'autres lignées (Grimm et

al., 1996; Sadoul et al., 1996). Pour ce qui est des cellules A549tTa que nous avons

utilise, 1'ajout d'IP n'était pas suffisant pour induire l'apoptose. Par contre, elles

étaient ainsi sensibilisées à l'apoptose induite par la R1(A2-357). Des études

suggàrent que ce serait l'accumulation des protéines proapoptotiques Bax et Bik en

presence d'IP qui induirait l'apoptose (Li et Dou, 2000; Marshansky et al., 2001).

D'autres études ont aussi proposé que ce serait la combinaison du blocage du cycle

cellulaire médié par l'inhibition du protéasome, et la deregulation simultanée de

l'expresion de c-Myc qui mèneraient les cellules à l'apoptose (Drexler, 1997).

L'inhibition du protéasome produirait en effet une augmentation du niveau de p271dpl
qui en combinaison avec l'expression de c-Myc produirait un conflit au niveau de la

signalisation (Evan et al., 1992; Harrington et al., 1994). L'accumulation de R1(A2-

357) dans la cellule pourrait avoir les mêmes conséquences au niveau de la

signalisation si elle a pour effet d'inhiber la capacité du protéasome à dégrader ces

mêmes substrats. La perturbation des facteurs de régulation normalement contrôlés

par le protéasome mènerait ainsi les cellules à l'apoptose.

0
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0 4.3 Mécanisme de protection de la RI

4.3.1 La RI empêche l'activation et la relocalisation de la caspase 8 au
niveau des inclusions de R1(A2-357)

Nous avons également étudié l'efFet du potentiel antiapoptotique de la RI sur

l'activation des caspases par les RlAs. Nous pouvons conclure que la coexpression de

la RI dans les extraits de RI As empêche I'activation des caspases 8, 6 et 9 (Fig. 18A,

B et C). La RI empêche aussi l'activation de la caspase 3 dans les extraits de R1(A2-

357) et de R1(A2-398). Cependant, l'activation de la caspase 3 est détectable 30 h p.i.

dans les extraits de R1+R1(A2-496) et augmente jusqu'à 48 h p.i. La RI a donc un

potentiel antiapoptotique en empêchant de manière directe ou indirecte l'activation

des caspases par les RI As.

Nous avons également démontré que le recrutement des protéines FADD et

procaspase 8 par les agrégats de R1(A2-357) diminue en présence de RI. Il y a donc

possibilité que le potentiel antiapoptotique de la RI se manifeste en empêchant

l'interaction entre les agrégats de R1(A2-357) et les protéines FADD et procaspase 8.

La RI empêcherait le recmtement de protéines proapoptotiques par la R1(A2-357) ce

qui préviendrait ou retarderait l'apoptose induite par la R1(A2-357) en empêchant

l'activation des caspases. Une autre possibilité serait qu'il y ait une compétition entre

la RI et la R1(A2-357) pour des sites de liaison avec la caspase 8 ou une protéine

adaptatrice.

4.3.2 Modèle du domaine a-cristallin

0

La découverte récente par notre laboraroire que la RI de HSV-2 possède une

région homologue au domaine a-cristallin des SHSPs entre les a.a. 300 et 400 (Fig.

21) ouvre de nouvelles possibilités pour expliquer le potentiel antiapoptotique de la
RI. Le domaine a-cristallin est en fait une séquence d'environ 100 residues qui est
très conservée parmi les diflférentes espèces de SHSPs. Ce domaine est notamment



90

0

0

composé de brins P disposés en deux feuillets qui contribuent à l'interface de

dimérisation (Clark et Muchowski, Review 2000). Etant donné que la RI possède une

region homologue au domaine a-cristallin entre les a.a 300 et 400, il est fort probable

que cette séquence permette à la RI de fonner des oligomères. La RI pourrait ainsi

slassembler en dimères, trimères, et tétramères parce que cette propriété dépend de la
stiTjcture secondaire des éléments conservés dans le domaine a-cristallin.

Il est connu que des mutations interférant dans l'oligomérisation des SHSPs

empêchent leur activité chaperonne (Andley et ai., 1998). Des études de mutagénèse

dirigée ont révélé qu'un résidu arginine extrêmement conservé dans le domaine a-

cristallin est très important pour le maintient de la structure moléculaire et de

l'activité chaperonne (MacRae, 2000). Des mutations sur ce résidu arginine sont

responsables de maladies héréditaires. Par exemple, la mutation de cet arginine à la

position R120G dans la protéine aB-cristalIin a été associée à une myopathie reliée à

la desmine (DRM) (Quilan et Van Den Ijssel, 1999; Vicart et al., 1998); et la

mutation RI 16G chez la protéine aA-cristallin, le résidu correspondant au R120G de

la protéine aB-cristallin, elle a été associée à la formation congénitale de cataractes

(Litt et al., 1998). Il a été démontré que le résidu R116G de aA-cristollin est

positionné dans les brins p à l'interface des sous-unités fonnant l'oligomère

(Berengian et al., 1997). Le résidu arginine aurait donc comme rôle de stabiliser

l'arrangement des feuillets P, et la substitution de cet arginine perturberait

l'alignement des brins p et déstabiliserait les oligomères (Berengian et al., 1997).

Etant donné que cet arginine est également conser/é chez la RI de HSV (Figure 21),

il est possible que cet acide aminé soit aussi important pour l'oligomérisation de la
RI.

Les SHSPs sont connues comme ayant plusieurs sites de liaisons pour leur

substrat (Lee et al., 1997). Cette propriété les rend ainsi fa'ès efficaces pour prévenir

l'agrégation des protéines et stabiliser les protéines non-natives (Lee et al., 1997;

MacRae, Review 2000). Cette découverte est cohérente avec le fait que la RI peut

protéger de l'apoptose induite par une quantité de R1(A2-357) environ 10 fois plus

importante que la quantité de RI. Une molécule de RI pourrait ainsi lier plusieurs

molécules de R1(A2-357) via son domaine a-cristallin. Une telle interaction de la RI
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0 avec la R1(A2-357) expliquerait la colocalisation de ces protéines à

l ' immunofluorescence.

La perte du potentiel antiapoptotique de la RI lorsqu'elle est délétée du 2

jusqu'au 357e a.a. correspond à la perte des 7 premiers brins R du domaine a-

cristallin et du résidu arginine très important pour stabiliser les feuillets p. Une

deletion du 2 au 398 a.a. enlève complètement le domaine a-cristallin. La protéine

R1(A2-496) pert donc aussi complètement ce domaine a-cristallin. Afin de

déterminer si l'extension NHs de la RI contenant ce domaine a-cristallin est

suffisante en elle-même pour protéger les cellules de l'apoptose, des recombinants

adénovirus exprimant des domaines NIÎ2 de différentes longueurs (du l a. a.

jusqu'aux positions 357, 398 et 496) ont été constmits (Gervais, 2000). L'utilisation

de ces virus a permis d'affinner que le domaine NHs seul n'est pas suffisant pour

exercer la fonction antiapoptotique. Bien que la séquence a-cristallin est englobée

dans la construction NH2(1-496), il est nécessaire d'avoir le domaine réductase C-

terminal de la protéine RI pour qu'elle puisse inanifester son potentiel

antiapoptotique. Nous savons que l'extension flexible C-terminale des SHSPs est

nécessaire pour l'activité chaperonne (Andley et al., 1998). Si cette extension C-

terminale d'environ 10 a.a. est tronquée, les multimères formés sont plus larges que la

nomiale et l'activité chaperonne est dùninuée (Andley et al., 1998). Il a été suggéré

que cette extension C-terminale contribuerait à augmenter la solubilité et à stabiliser

la protéine SHSP (Lindner et al., 1998). La partie C-termiiale de la RI est

probablement importante poiu- permettre l'oligomérisation de la protéine et l'activité

chaperonne. Il reste également à faire des études de stmcture-activité en vue de

déterminer quelles régions de la partie C-terminale est importante pour l'activité
antiapoptotique.

0

4.4 Perspecth^es et conclusions

Nos expériences sur la fonction proapoptotique de la R1(A2-357) ont montré

que cette protéine est très peu soluble comparativement à la RI pleine longueur

suggérant ainsi que la synthèse de molécules R1(A2-357) incorrectement repliées
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pourrait induire l'apoptose. Les résultats obtenus avec l'utilisation d'inhibiteurs de
protéasome suggèrent que la saturation du protéasome par l'accumulation d'agrégats

de R1(A2-357) soit responsable de l'apoptose. Nous tenterons éventuellement à

valider cette hypothèse en vérifiant que de la R1(A2-357) soluble purifiée n'induit pas

l'apoptose lorsque microinjectée dans des cellules. Comme 2 stratégie, la fusion

de la R1(A2-357) avec des protéines comme la glutathione-S-transférase (GST) ou la

GFP pour améliorer son repliement devrait conduire à la synthèse d'une protéine

moins proapoptotique. Si ces expériences montrent que c'est au contraire la forme

soluble de la R1(A2-357) qui cause l'apoptose, des études de structure-activité seront

effectuées pour identifier les parties proapoptotiques de la R1(A2-357). Nous ferons

de même pour identifier les parties de la RI nécessaires à son activité antiapoptotique.

Lorsque les régions fonctionnellement importantes de la protéine auront été

identifiées, des mutations les inactivant pourront être introduites dans le génome de

HSV pour étudier le rôle de la fonction antiapoptotique de la RI dans la pathogénicité
de ce virus.

En vue de vérifier l'hypothèse de la saturatioii du protéasome par l'expression

de R1(A2-357), nous allons détemiiner si la R1(A2-357) diminue l'activité

protéosomale et provoque l'accumulation de certaines protéines régulatrices

importantes pour le contrôle du cycle cellulaire et de l'apoptose comme p53, p27,

Bax et Bik. Nous allons également vérifier s'il y a recrutement de protéines

chaperonnes comme les SHSPs dans les inclusions de R1(A2-357) et si la

coexpression de SHSPs diminue la formation des agrégats et l'apoptose induite par la

R1(A2-357).

Nous allons également tester les produits de protéolyse de la RI (HSV-1 et

HSV-2). En effet, des produits de clivage de la RI de HSV-2 qui s'accumulent dans

le noyau ont déjà été rapportés dans la littérature (ex.: position 305) (Lankinen et al.,

1989). Bien que cela semble contradictoire, les vims herpes simplex pounaient avoir

avantage à posséder la capacité d'induire l'apoptose à un moment opportun afin de

faciliter la lyse et la dissémination des nouveaux virions dans des cellules non-

réplicatives résistantes à la lyse cellulaire comme les neurones. Certaines études font

mention que les vims heq)es possèdent à la fois la capacité d'induire et d'empêcher
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0 l'apoptose (Shen et Shenk, Review 1995; Leopardi et Roizman, 1996; Koyama et
Miwa, 1997; Galvan et Roizman, 1998). Le vims pourrait ainsi prendre avantage du
potentiel antiapoptotique de la RI, au tout début de l'infection, pour permettre la
replication et la production virale en bloquant l'apoptose grâce à son domaine a-
cristallin qui lui confère une activité chaperonne. Dans un deuxième temps, le vims
herpes pourrait provoquer la lyse cellulaire étant donné que le domaine NN3 de la RI
possède une région sensible à la protéolyse (Lankinen et al., 1989). En effet, le
produit résultant de ce clivage par les enzymes cellulaires engendrerait une protéine
toxique favorisant la lyse cellulaire et le relargage des nouveaux virions à un moment
plus tardif de l'infection.

Nous allons aussi déterminer si la protéine RI a véritablement une activité
chaperonne et étudier l'effet antiapoptotique de la RI sur des protéines
proapoptotiques impliquées dans les maladies de neurodégénérescence comme la
huntingtine mutée qui est responsable de la maladie d'Huntington. Il a été démontré
que la surexpression de SHSPs à l'aide de vecteurs viraux, inhibe la formation
d'inclusions cytoplasmiques dans les astrocytes et les cellules gliales, et bloque
l'apoptose dans les cellules neuronales (WagstafF et al., 1999; Koyama et Goldman,
1999). Suite à ces résultats, les SHSPs ont donc été proposées comme d'éventuels
traitements pour protéger les cellules de l'apoptose, comme dans le cas des maladies
de neurodégénérescence (Clark et Muchowski, Review 2000). La découverte récente
que la RI des HSV possède un domaine a-cristallm et empêche l'apoptose induite par
des protéines agrégées (RlAs) ouv» donc de nouvelles possibilitfa pour trouver des
méthodes pour bloquer la propagation virale et tmiter les maladies associées aux
protéines agrégées comme la maladie d'Huntington.

0
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Figure 21 Alignement des protéines RI de HSV-1 et -2 et des domaines a-cristallin

des SHSPs HsHSP27, HsHl l, HsALP-A-CRYS, HsALP-B-CRYS et MJHSP16.5.
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