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RÉSUMÉ

L’insulte apoptotique sur les cellules endothéliales (CE) est généralement suivie par la

formation réversible d’une néointima caractérisée par la prolifération et la survie des

cellules musculaires lisses vasculaires (CML). Nous avons émis l’hypothèse que les CE

soumises à un stress apoptotique envoient des signaux permettant une réparation du

vaisseau via la prolifération et la résistance à l’apoptose des CML. Nos travaux

démontrent que les CE soumises à un stress apoptotique libèrent des médiateurs anti

apoptotiques et pro-prolifératifs actifs sur les CML. La libération par les CE des

médiateurs anti-apoptotiques est caspase-dépendante. Par contre, la production des

médiateurs pro-prolifératifs est caspase-indépendante. Les médiateurs pro-prolifératifs

diminue le niveau de protéine de p53, de p21 et augmente le niveau de la cycline E, ce

qui permet de surpasser un arrêt en Gi. Par spectrométrie de masse, nous avons

identifié la protéine liant la vitamine D (DBP), de même qu’un fragment C-terminal du

domaine V du perlecan possédant un site d’ancrage pour le sulfate de chondroïtine (SC)

parmi les médiateurs solubles. Un peptide synthétique, correspondant au fragment du

perlecan, et le SC ont un effet anti-apoptotique, mais pas d’effet prolifératif sur les

CML. Le DBP induit sur les CML une réponse proliférative potentialisée par l’ajout de

SC. Ces résultats suggèrent que le stress apoptotique des CE permet la libération des

médiateurs coopérant pour augmenter la prolifération et inhiber l’apoptose des CML.

Nous proposons qu’une insulte soutenue sur les CE induit la production chronique de

médiateurs favorisant le remodelage vasculaire pathologique.

Mots clés: Apoptose, cycle cellulaire, remodelage vasculaire, néointima, protéine

liant la vitamine D, perlecan, sulfate de chondroïtine



ABSTRACT

Apoptotic injury on endothelial celis (EC) is followed by the reversible neo intima

formation characterised by vascular smooth muscle celis (VSMC) proliferation and

survivai. Our hypothesis is that EC submitted to apoptotic stress release VSMC

proliferation and survivai signais to allow vesseis restoration. We showed that EC

submifted to apoptotic stress release anti-apoptotic and pro-proliferative mediators

that target VSMC. Anti-apoptotic mediators release is caspase-dependent whereas

pro-proliferative mediators production is caspase-independent. Pro-proiiferative

mediators decrease p53 and p21 and increase cyciin E protein ieveis countering an

arrest in Gi. By mass spectrometry, we identified the vitarnin D binding protein

(DBP) and the C-terminal fragment of the periecan domain V which possesses an

anchor for chondroitin sulphate (CS) among the soluble mediators. We showed that a

synthetic peptide, corresponding to the perlecan fragment, and CS have an anti

apoptotic effect, but no proliferative effect on V$MC. In contrast, DBP induces

proliferation of VSMC and this proliferative activity of DBP is potentiated by CS.

Together, these resuits suggest that EC submitted to apoptotic stress release mediators

that act coordinately to increase proliferation and inhibit apoptosis of VSMC. We

propose that sustained endotheliai injury could promote chronic production of these

mediators favouring a pathological vascular remodeffing.

Key words: Apoptosis, ceil cycle, vascular remodeiling, neointima, vitamin D

binding protein, periecan, chondroitin sulfate
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1- INTRODUCTION
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1.1- SYSTÈME VASCULAIRE

1.1.1- Anatomie Vasculaire

L’arbre vasculaire est un véritable organe délivrant un travail continu. À chaque

instant, l’appareil vasculaire doit s’adapter à plusieurs situations afin d’acheminer le

sang aux endroits où il doit participer à des échanges. D’intenses activités

métaboliques ont lieu au niveau de la paroi des vaisseaux et toute action toxique

provoque une perturbation des fonctions endothéliales qui peut avoir des

conséquences sur l’homéostasie de la paroi. La paroi vasculaire est formée de 3

couches : l’intima, la média et l’adventice (figure 1)

Fibroblastes

Figure 1: Schéma de la paroi vasculaire. Au centre du vaisseau, se trouve la lumière où circule le sang.

La lumière est délimitée par une monocouche de cellules endothéliales (CE) qui repose sur la

membrane basale (matrice extracellulaire) composée de protéines et de protéoglycans. Ensemble, la

membrane basale et les CE composent l’intima. La média est composée de fibres élastiques qui

forment le tissu conjonctif et de cellules musculaires lisses vasculaires (CML) qui fabriquent du

MonocouchedeCE

Intima

Membrane basale

Tissu conjonctif

Média
CML + Collagène

Adventice
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collagène pour produire la matrice extracellulaire. L’adventice est une matrice extracellulaire dans

laquelle se retrouve quelques fibrobtastes.

L’endothélium est le principal constituant de l’intima qui est la couche la plus interne

de la paroi vasculaire. Cet endothélium est une monocouche de cellules endothéliales

(CE) qui tapissent l’ensemble de l’arbre vasculaire et jouent un rôle majeur dans la

régulation locale. La monocouche de cellules repose sur la matrice extracellulaire,

plus précisément la membrane basale, qui est composée de protéines et de

protéoglycans produits par les CE. La média est formée principalement de cellules

musculaires lisses vasculaires (CML), de cellules élastiques et de collagène. Les

fibres élastiques sont nombreuses dans les gros vaisseaux comme l’aorte et la veine

cave, et plus on s’éloigne du coeur leur nombre diminue. La proportion de CML par

rapport aux fibres élastiques dans les artérioles est plus grande que dans les gros

vaisseaux. Les fibres de collagène constituent la majeure partie de la matrice

extracellulaire de la média, à tous les niveaux de l’arbre vasculaire, et ont pour rôle la

résistance à l’étirement des parois. L’adventice, la couche externe, est constituée de

matrice extracellulaire dans laquelle se retrouve des fibroblastes. L’adventice loge les

vaisseaux nourriciers et les nerfs des structures vasculaires .

1.1.2- Mécanismes de réparation suite à une lésion endothéliate

À cause des jonctions complexes et serrées entre les cellules, l’endothélium sert de

barrière perméable sélective entre le sang et les tissus. Les cellules, suite aux

changements environnementaux, peuvent générer des molécules effectrices qui

inhibent la thrombose, l’inflammation, la tonification vasculaire et le remodelage
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vasculaire2. La dysfonction de l’endothélium, qui résulte d’une lésion, provoque la

réponse compensatoire qui altère les propriétés homéostasiques de l’endothélium.

Différentes formes d’insultes changent le comportement des CE, par des mécanismes

plus ou moins définis, et ont pour conséquences d’augmenter leur propriété adhésive,

leur perméabilité, d’induire la production de facteurs procoagulants (plutôt

qu’anticoagulant), de molécules vasoactives, de cytokines et de facteurs de

croissance. Si la réponse des CE ne neutralise pas efficacement les agents

perturbateurs, elle peut continuer indéfiniment3. Éventuellement, les CML migrent

dans l’intima et prolifèrent4. Les CML sécrètent du collagène pour produire la

matrice extracellulaire et fabriquent une néointima initialement destinée à remplacer

le revêtement endothélial en attendant sa réparation lente. Si l’agression est de courte

durée, la réponse du vaisseau à la blessure est efficace et la réaction intimale

réversible1. Un nombre croissant de CML entament alors une mort cellulaire

programmée ce qui compense pour le surnombre de cellules produites lors de la

prolifération. Dans l’ensemble ce phénomène résulte en un remodelage vasculaire.

Peu à peu la prolifération diminue et on retrouve un vaisseau réparé. Par contre,

l’excès ou la chronicité de l’insulte au niveau de l’endothélium résulte en une

inflammation intimale excessive et chronique de la paroi artérielle dont un des

principaux éléments est la réaction proliférative fibromusculaire des CML de la paroi.

Lorsque l’insulte se poursuit, il y a épaississement intimal donc, un rétrécissement

progressif de la lumière du vaisseau au lieu d’une guérison. Le remodelage vasculaire

pathologique, après une lésion de l’endothélium, est initié suite à plusieurs formes de

dysfonction vasculaire tel que la microangiopathie thrombotique5°, la vasculopathie

de transplantation 11,12 et l’athérosclérose’3.
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a- L ‘athérosclérose et sesfacteurs de risques

Le remodelage vasculaire pathologique associé à l’athérosclérose est le phénomène le

mieux défini. Plusieurs études ont démontré la présence de différents facteurs, que

j’aborde plus loin, en liaison avec l’athérosclérose. De plus, ces facteurs sont aussi

associés à l’induction de l’apoptose endothéliale. Existe-t-il un lien entre le fait que

ces facteurs induisent l’apoptose des CE et leur présence dans l’athérosclérose? Suite

à la mort des CE, l’initiation d’un processus de guérison entraîne un remodelage

vasculaire caractérisé par une augmentation de la prolifération et une résistance à

l’apoptose des cellules de la paroi vasculaire. Dans l’athérosclérose, l’insulte

chronique ou répétitive au niveau de l’endothélium déclenche une réponse des CE.

Cette réponse serait caractérisée par l’apoptose des CE endommagées et par un signal

d’avertissement pour les cellules environnantes. Le signal envoyé par les CE en

réponse à l’insulte active l’accumulation excessive de cellules dans l’intima. Cette

accumulation est la cause majeure du remodelage vasculaire pathologiques et de la

progression de la maladie’4”5. Le remodelage vasculaire est attribué à la migration

des leucocytes, des plaquettes, des monocytes/macrophages et des lymphocytes T

permettant leur accumulation aux sites de lésions athérosclérotiques’5”6. Ces types

cellulaires produisent plusieurs facteurs de croissance qui induisent la prolifération

des Ces facteurs de croissance incluent le facteur de croissance dérivé

des plaquettes (PDGF), le facteur basique de croissance des fibroblastes (bFGF), le

facteur-a de nécrose tumoral (TNF-a), le facteur-f de croissance apparenté à

l’insuline (IGF-l), l’interleukine-l et le facteur-f3 de croissance transformant (TGf

f3). Il est possible que d’autres facteurs permettent aux CML de proliférer et de

développer une résistance à l’apoptose d’une façon soutenue.
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L’initiation de l’athérosclérose est caractérisée par la dysfonction endothéliale,

l’inflammation, la prolifération cellulaire et le remodelage vasculaire2646. Il existe

plusieurs facteurs, autant génétiques qu’environnementaux, pouvant causer, in vivo et

in vitro, une dysfonction endothéliale aboutissant à l’épaississement intimal, par

exemple, les LDL oxydés’3’4750, la fumée de cigarettes51’52, l’hypertension53,

1 ‘hypergÏycémie4, 1 ‘homocystéine55.

Des niveaux élevés de LDL oxydés dans le sang (déficience génétique ou régime

riche en lipides) facilitent la formation d’agrégat de LDL oxydés dans l’intima ce qui

déstabilise l’endotélium’3’4750. Le cholestérol et les esters sur les LDL ont une action

cytotoxique lorsqu’ils sont oxydés, les oxystérols contribuent à l’effet toxique des

LDL oxydés56. De plus, les radicaux libres provenant de la fumée de cigarettes

augmentent la quantité de LDL oxydés’1”2. La tension artérielle entraîne à chaque

coup tensionnel un écrasement des CE qui s’hypertrophient, deviennent saillantes et,

progressivement, risquent un arrachement. On conçoit dès lors, le rôle pathogénique

de l’hypertension artérielle dans la dysfonction endothéliale. La pression artérielle est

sous la dépendance directe de nombreuses hormones par exemple les catécholamines

et d’autres hormones du système rénine angiotensine, soit l’angiotensine II.

L’angiotensine II peut causer l’hypertension, stimuler la croissance des CML et

stimuler la production de matrice extracellulaire57. Les niveaux de glycémie élevés

(hyperglycémie) sont associés à une dysfonction de l’endothélium et un

épaississement intimal et cause une déficience dans la production d’oxyde nitreux

(NO) par les cellules endothéliales58. Des concentrations plasmiques élevées

d’homocystéines peuvent être toxique pour l’endothélium5, diminuer la disponibilité
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de NO et stimuler la prolifération des CML60. L’accumulation d’homocystéine

dans le sang est surtout un facteur génétique et on retrouve parfois un défaut dans

l’enzyme nécessaire au métabolisme d’homocystéine665.

Toute lésion endothéliale est responsable d’un trouble de la vasomotricité dépendante

de la libération de NO. Le NO est un médiateur chimique vasodilatateur sécrété en

permanence par l’endothélium et possède plusieurs propriétés antiathérogéniques2. Le

NO diffuse vers les CML et y active la cyclase de glutamyle qui permet la

transformation du GMP en GMP cyclique, aussi un vasodilatateur. Il existe un tonus

vasodilatateur de base sous la dépendance d’une libération basale continue de NO. Si

la production de NO est altérée il y a une augmentation de la pression artérielle. Les

souris génétiquement déficiente en NO synthase endothéliale montre une

augmentation d’athérosclérose due, en partie, à une augmentation de la pression

sanguine66.

b- Vasculopathie de transplantation

Dépendamment du type de greffe d’organes solides, l’incidence d’une dysfonction de

transplantation chronique est de trois ans après la transplantation et varie de 4 à

50%6769. Indépendamment de l’organe greffé, les vaisseaux du greffon développent,

éventuellement, l’athérosclérose de transplantation qui est plus fréquente dans les

greffes de coeur et de rein70’71. Des facteurs immunoLogiques ou métaboliques causent

des dommages à l’endothélium. L’endothélium endommagé est vu comme un facteur

initiateur du remodelage pathologique. Ce processus de remodelage vasculaire
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consiste en un épaississement progressif concentrique de l’intima avec une

inflammation périvasculaire.

e- Microangiopathie thrombotique

La microangiopathie thrombotique est un syndrome caractérisé par l’agrégation de

plaquettes dans la microcirculation rénale et a été liée à l’insulte des cellules

endothéliales de la paroi vasculaire réna1e7280. La présence de l’épaississement

intimai artériel dans les biopsies rénales de patients ayant une microangiopathie

tbrombotique est un indice important du développement de dysfonction rénale

progressive76’8183. Ces changements intimaux seraient le résultat d’une lésion

endothéliale suivit d’une migration et d’une prolifération des CML dans l’intima76’81

$3.

1.1.3- Équilibre vasculaire

L’homéostasie de l’arbre vasculaire repose sur l’équilibre entre la prolifération et la

mort cellulaire. Plusieurs des facteurs impliqués dans l’athérosclérose stimulent

l’apoptose des CE2’3. Suite à une insulte, l’apoptose est considérée comme une

réponse des cellules endothéliales. En effet, les CE apoptotiques envoient des

signaux, en réponse à l’insulte, qui déclenchent le remodelage vasculaire et

l’épaississement intimai. Aux sites de lésion, une augmentation de l’apoptose des

cellules endothéliales est observée dans les modèles animaux d’athérosclérose et de

vasculopathie suite â une li”2 Suite à une blessure de l’endothélium,
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les CML prolifèrent et développent une résistance à l’apoptose84’8’. L’accumulation

excessive des cellules dans l’intima est considérée comme une cause majeure de la

progression des maladies vasculaires.

Dans plusieurs processus biologiques fondamentaux, par exemple, l’homéostasie

cellulaire, qui est strictement régulée, l’apoptose est nécessaire pour éliminer des

cellules surnuméraires et non-voulues. L’apoptose des cellules vasculaires est une

figure dominante dans le remodelage de vaisseau sanguin qui a lieu pendant le

développement normal et pendant la réponse fibromusculaire lors de désordres dans

la paroi vasculaire86. L’apoptose de cellules vasculaires (CE, CML) contribuerait à

une réponse adaptative qui permet de réduire le vaisseau pour répondre à la

diminution du flux sanguin. Plusieurs études démontrent que des vaisseaux

endommagés par ballon induisent deux vagues d’apoptose dans les CML et les CE.

D’abord une réponse apoptotique précoce qui atteint son maximum à 1h post-insulte

résulte en une diminution de la cellularité de la média87. Ensuite, on observe une

phase de résistance à l’apoptose et d’augmentation de la prolifération des CML88. La

deuxième vague d’apoptose a lieu beaucoup plus tard, soit des jours ou des semaines

et la fréquence est plus petite89’90. Cette deuxième vague d’apoptose permet

l’élimination des CML en excès et de terminer la réparation du vaisseau en revenant

au niveau normal de CML, une fois que l’endothélium est réparé. Plusieurs évidences

montrent que le développement d’un état de résistance à l’apoptose et d’une

augmentation de la prolifération des CML est nécessaire à la formation de la

néointima et au remodelage vasculaire. Des observations soulèvent la possibilité que

l’atténuation de l’apoptose des CML contribue à l’augmentation de la prolifération
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pour permettre une accumulation de cellules dans l’intima. La viabilité cellulaire est

gouvernée au niveau moléculaire par une balance entre des signaux pro- et anti

apoptotiques médiés par plusieurs familles de gènes.

1.2- LA MOR T CELLULAIRE PROGRAMMÉE

1.2.1- Le nématode Caenorhabditis elegans

Au cours des dernières décennies, beaucoup d’études ont porté sur les mécanismes

intracellulaires en réponse à des stimuli apoptotiques. Des études sur le nématode C.

elegans ont établi les bases concernant la mort cellulaire programmée. Lors du

développement de l’hermaphrodite C. elegans, 1090 cellules sont générées desquelles

131 vont en mort cellulaire programmée9193. Trois gènes de C. elegans semblent

essentiels pour le déroulement de toute mort programmée de cellules somatiques

egl-1, ced-4 et ced-3 (Figure 2). D’un autre côté, ced-9, une protéine anti

apoptotique, protège la cellule contre la mort en se liant directement et séquestrant

ced-496’97. Egl-1 est capable d’induire la mort cellulaire programmée si surexprimée95.

Après son activation par des signaux en amont, egl- 1 interagit avec ced-9 et relâche la

protéine ced-4 de l’emprise de ced-998. Ced-4 libéré interagit et facilite l’activation de

pro-ced-399’°’. La protéase active, ced-3, agit comme le médiateur d’événements de

la mort cellulaire, menant à la destruction de la cellule. La protéase active certaines

protéines «tueuses» et inactive des protéines protectrices et nécessaires à

l’homéostasie98. Les analyses génétiques de C. elegans ont identifié des gènes

fonctionnant dans la mort cellulaire programmée, ordonné ces gènes en une voie
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génétique et mené à la découverte de gènes similaires contrôlant la mort cellulaire

programmée dans d’autres organismes, incluant les mammifères.

Signaux

Proced-3

g11

eg
- Ced-3

Figure 2: Schéma de l’apoptose chez C. elegans.

1.2.2- L’apoptose

Une cellule apoptotique présente certains traits morphologiques distinctifs:

condensation de la chromatine, fragmentation nucléaire, fragmentation de l’ADN en

fragments à haut poids moléculaire (50-300 kpb) 102’103et en fragments de longueur

nucléosomale (1 8Opb), externalisation des phosphatidylsérines, la formation de

boursouflure dans la membrane, tout en préservant l’intégrité membranaire.

Éventuellement, il y aura formation de corps apoptotiques qui seront captés grâce aux

phosphatidylsérines externes et éliminés par phagocytose104”°5. L’apoptose est un

processus mettant en jeu plusieurs protéines autant activatrices qu’inhibitrices, c’est

un processus hautement régulé. L’apoptose peut être déclenchée par deux voies

distinctes : la voie intrinsèque et la voie extrinsèque ou du récepteur de mort (DR).
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1.2.2.1- La voie intrinsèque

Les stress génotoxiques, la carence de facteurs de croissance, des bris double brin de

l’ADN et l’hypoxie sont des activateurs classiques de la voie intrinsèque (Figure 3).

Ces stress cellulaires stabilisent p53 via sa dissociation avec MDM2 106-108 qui

autrement, cible p53 pour l’ubiquitination et sa dégradation par la voie du

protéasome109. Lorsqu’un résidu sérine de p53 est phosphorylé”°, p53 est libéré de

MDM2 et n’est plus susceptible d’être dégradé. Une fois induit, p53 agit comme

facteur de transcription liant la séquence régulatrice et transactive un nombre de

gènes incluant p21, MDM2, GADD45, etc4. Un des rôles majeurs de p53 est de

réguler l’expression de protéines de la famille des Bd-2. Il diminue l’expression de la

protéine anti-apoptotique Bd-2 et augmente l’expression de protéines pro

apoptotiques, bax, PUMA et NoxalO7tlO

a- Lafamille des B-ceÏl Ïymphoma 2 (Bel-2,)

Les protéines de la famille des Bd-2 sont directement impliquées dans le processus

d’apoptose et leur régulation se fait par un processus d’interaction protéine-protéine.

La famille est subdivisée en trois groupes anti-apoptotique, pro-apoptotique à

multidomaines et pro-apoptotique BH3-seul”5”6

Beaucoup de protéines de la famille des Bd-2 peuvent homodimériser, mais les

membres pro- et anti-apoptotiques peuvent hétérodimériser. L’hétérodimérisation

peut être vu comme une neutralisation par la liaison d’un membre anti- et pro

apoptotique”5’117”8. Donc, les cellules avec un excès de pro-apoptotiques seraient
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plus sensibles à la mort, alors que les cellules avec plus d’anti-apoptotiques seraient

plus résistantes.

La sous-famille pro-apoptotique à multidomaine est constituée de Bax, Bak, Bok et

Bcl-rambo. Ces protéines partagent une homologie de séquence avec trois domaines

d’homologie à Bd-2 (BH), soit BH1, 3H2 et 3H3. En réponse à des stimuli

apoptotiques, Bax et Bak forment des homomultirnères’19’21. Bax est dans le

cytoplasme et, après stimulation, se dirige et s’intègre à la mitochondrie’22, alors que

Bak s’y trouve déjà. D’après certains résultats, Bax et Bak subissent un changement

conformationnel après la stimulation apoptotique1 19121,123126 Le multimère de Bax

induit la libération du cytochrorne c par la mitochondrie’26. Récemment, il a été

démontré que p53 active directement Bax ce qui mène à la perméabilisation de la

membrane mitochondriale externe et à l’apoptose’27. Les protéines Bax et Bak sont

aussi activées par les BH3-seul’28.

La sous-famille pro-apoptotique BH3-seul correspond aux senseurs des signaux de

mort, tout comme la protéine egl- 1 chez C. elegans95. Bid. Bim, Bmf et Bad se

retrouvent en dehors de la mitochondrie. Suite à une stimulation apoptotique, les

protéines BH3-seul sont modifiées par différents mécanismes et transloquées à la

mitochondrie, menant à une augmentation de la perméabilité de la membrane externe

de la mitochondrie’°8”29’36.
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Figure 3 Schéma de la voie intrinsèque de l’apoptose. Différents stress génotoxiques permettent la

libération de p53 de son emprise par MDM2, ainsi p53 s’accumule. La protéine p53 est un facteur de

transcription qui active te gène codant pour Bax et inhibe le gène codant pour Bd-2. Les protéines du
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sous-groupe anti-apoptotiques de la famille des Bd-2 séquestrent et inhibent les membres des sous-

groupes pro-apoptotiques. Lorsque les protéines du sous-groupe des pro-apoptotiques à 3H-3 seul sont

activées, elles activent ou recrutent à la mitochondrie certains membres pro-apoptotiques à

multidomaines. La protéine p53 a aussi la capacité d’activer et d’acheminer à la mitochondrie la

protéine Bax (Bd-2 pro-apoptotique à multidomaines). Les Bd-2 pro-apoptotiques médient la

libération du contenu intermembranaire de la mitochondrie. Plusieurs mécanismes hypothétiques sont

suggérés : 1- Destruction de l’homéostasie de la membrane mitochondriale par la présence d’un

surplus de protéines 3d-2 pro-apoptotiques à multidomaines; 2- formation d’un canal tétramérique

par des protéines Bd-2 pro-apoptotiques à multidomaines; 3- L’ouverture non-spécifique du pore de

transition de perméabilité (PTP) par les membres pro-apoptotiques à multidomaines de la famille des

3d-2; 4- La combinaison de ces trois stratégies. Ensuite, le cytochrome c (cyt c), Smac

(Smac/DIABLO), HtrA2, Endo G (Endonucléase G), et AW (facteur induisant l’apoptose) sont libérés

par la mitochondrie. Le cytochrome c se joint à Apaf-l et I’ATP pour activer la procasp-9 (procaspase

9), ainsi le complexe forme l’apoptosome. La casp-9 (caspase-9) déclenche la cascade des caspases qui

mènent aux clivages de certaines protéines : PAK2, fodrine, gelsoline, lamines, CAD (Nucléase

d’ADN activée par caspase). Le clivage de PAK2 induit les boursouflures de la cellule. Le clivage de

la fodrine mène à l’externalisation des phosphatidylsérine. Le clivage de gelsoline mène à la perte de la

forme cellulaire. Le clivage de la lamine induit un bourgeoimement du noyau et le clivage de CAD

mène à la fragmentation de l’ADN. Smac et HtrA2 inhibe l’action des lAPs (protéines inhibitrices de

l’apoptose) qui est d’inhiber l’activation des caspases. AIF et EndoG induisent une fragmentation de

l’ADN. VDAC Canal à anions voltage dépendant, ANT Translocateur du nucléotide adénine.

Les membres du sous-groupes anti-apoptotique de la famille des Bd-2 possèdent une

homologie de séquence des quatre régions 3H, soit BI-I1 à BH4. Les protéines Bd-2,

Bdl-XL, Mcl-1 et Al (Bfl-1) font partie du groupe anti-apoptotique. La protéine 3d-2

possède des similarités avec la protéine anti-apoptotique ced-9 retrouvée chez C.

eÏegans’37. Bd-2 lie les membres pro-apoptotiques autant les multidomaines que les
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BH3-seul’26”38. Ainsi, les protéines anti-apoptotiques de la famille des Bd-2

séquestrent les protéines BH3-seul activées138.

La fonction majeure de cette famille de Bd-2 est de moduler directement la

perméabilité membranaire et, dès lors, de réguler la libération de facteurs

apoptogéniques de l’espace intermembranaire dans le cytoplasme.

b- Perte d’intégrité de ta mitochondrie

La mitochondrie est une organelle entourée d’une double membrane qui la divise en

deux compartiments submitochondriaux l’espace intermembranaire, situé entre les

deux membranes, et la matrice qui est le compartiment interne. Un canal

transmembranaire appelé le pore de transition de perméabilité (PTP) fait le contact

entre les membranes mitochondriales interne et externe. Les éléments centraux du

PTP sont le canal à anion voltage dépendant dans la membrane externe et le

transiocateur du nucléotide adénine dans la membrane interne. Le PTP est essentiel

au maintient du potentiel électrochimique requis pour permettre la synthèse

mitochondriale d’AI? par phosphorylation oxydative fournissant en AI? la cellule.

La production mitochondriale d’AI? est dépendante de l’intégrité de la membrane

mitochondriale interne139. Par contre, il est devenu évident que la mitochondrie

possède un mécanisme latent appelé la perméabilité de transition mitochondriale

(MPT) qui lorsque activée, détruit cette barrière perméable et détruit la fonction

mitochondriale normale140. Une conséquence de l’activation de MPT est d’abolir le

maintient de la production d’ATP. Puisque l’apoptose est un mécanisme ATP
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dépendant’41, la cellule doit maintenir sa production d’ATP et ce, même s’il y eu

libération de son contenu intermembranaire, plus précisément du cytochrome c. Il a

été démontré que le peu de cytochrome c restant à la mitochondrie était suffisant pour

faire fonctionner la chaîne de transport d’électron, de maintenir la différence de

potentiel et de produire l’ATP nécessaire au bon fonctionnement de l’apoptose’42”43.

Différents modèles ont été proposés pour expliquer la relâche de facteurs

apoptogéniques par la mitochondrie. Le premier modèle: les membres pro

apoptotiques à multidomaines de la famille de Bd-2 interagissent avec le complexe

protéique formant le PTP et induit son ouverture non-spécifique’44”45. Le deuxième

modèle est la formation d’un pore par l’oligomérisation de Bd-2 pro-apoptotiques

dans la membrane mitochondriale externe. Par exemple, Bax et Bak formeraient des

canaux tétramériques par où le contenu intermembranaire pourrait

s’échapper’ 19,l46,l47 Le troisième modèle suggère la possibilité que la famille des Bd

2 contrôle l’homéostasie de la mitochondrie. Les signaux apoptotiques altèrent la

physiologie de la mitochondrie menant à la rupture physique de la membrane

mitochondriale externe et à la libération du contenu intermembranaire dans le

cytosol’. L’ensemble des études voudrait que ces trois modèles se produisent

simultanément pour mener à la perte d’intégrité de la membrane mitochondriale

externe suite à des stimuli apoptotiques. Les facteurs connus libérés par la

mitochondrie qui sont impliqués dans la mort cellulaire inclus le cytochrome c1,

Smac/Diablo1)O1, facteur d’induction de l’apoptose (AIF)’52, HtrA2/Omi’53’57, et

l’endonucléase G’.
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Le cytochrome e a été décrit pour la première fois en 1930 159 et pendant plus de 60

ans le seul rôle attribué était le transporteur d’électron dans la chaîne de transport

d’électron. Dans les années 90, il est devenu évident que le cytochrome c était

impliqué dans la mort cellulaire programmée d’organisme complexe tel que le

Xenopus laevis, la souris et l’humain’60’62. La libération du cytochrome c suite à un

stress cellulaire mène à l’assemblage de l’apoptosome, un complexe formé du

cytochrome e, de Apaf-l et de dATP. Le cytochrome c lie Apaf-l en présence de

dATP et convertit Apaf-1 pour recevoir la procaspase-9. Apaf-l lie la procaspase-9

grâce à son domaine de recrutement de caspase (CARD) et provoque l’activation de

la procaspase-9163’65. Apaf-l est un homologue de ced-4 chez C. elegans, mais ced-4

ne possède pas de site de liaison pour le cytochrome c et le cytochrome c ne semble

pas intervenir dans la mort cellulaire chez C. eÏegans’66. Apaf-1 est une sous-unité

régulatrice essentielle à l’activité de la caspase-9167.

c- Les cystéines aspartases (caspases)

Les caspases sont des protéases synthétisées sous forme de zymogènes

enzymatiquement inertes. Ces zymogènes sont composés de trois domaines: un

prodomaine N-terminal, un domaine p20 et un domaine p10. L’enzyme mature se

retrouve touj ours sous forme d’ hétérotétramère ayant deux hétérodimères pi O/p2O

pour un total de deux sites actifs’68. L’activation de la majorité des caspases (sauf les

caspases-2, -$ et -9) se fait par le clivage entre les domaines p10 et p20 et entre le

domaine p20 et le prodomaine. Tous les clivages sur les caspases se font à la suite

d’un résidu d’acide aspartique (qui est le substrat préférentiel des caspases). La façon
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la plus facile d’activer une procaspase est de l’exposer à une caspase active169. Cette

stratégie de cascade de caspases est utilisée pour l’activation des caspases-3, -6 et -7

effectrices. La cascade des caspases est une méthode d’amplification et d’intégration

du signal apoptotique’48.

Donc, une fois que la caspase-9, une caspase activatrice, est activée par la formation

de l’apoptosome, elle peut activer la caspase-3. Ensuite, la caspase-3 active les

caspases-6 et -7. Les caspases-3, -6 et -7 sont des caspases effectrices qui possèdent

plusieurs substrats qui mènent à l’aboutissement de l’apoptose. Toutes les caspases

clivent leurs substrats en aval d’un résidu d’acide aspartique, mais chacune des

caspases possèdent une spécificité quant au résidu entourant l’acide aspartique. Les

caspases possèdent plusieurs substrats, et leur clivage peut mener à différentes

conséquences concernant l’avenir de la protéine. La coupure d’une protéine peut

mener à l’inactivation d’une enzyme ou au désassemblage d’une structure cellulaire.

La protéine du cytosquelette, fodrine, est responsable de la liaison des protéines

membranaires aux éléments du cytosquelette et sert d’ancrage pour les

phosphatidylsérine du côté cytoplasmique170. Le clivage de fodrine par les caspases

effectrices provoque la perte de la forme cellulaire et l’externalisation des

phosphatidylsérine. Gelsoline est une protéine associée à l’actine et peut mener à la

perte de la forme cellulaire associée à l’apoptose. Le clivage de lamines nucléaires

induit la réduction et le bourgeonnement du noyau’7’74. La coupure d’une protéine

peut permettre l’activation constitutive en libérant cette dernière d’une sous-unité

régulatrice comme dans le cas de la Nucléase d’ADN activée par les caspases (CAD).

CAD est une nucléase liée en permanence à une sous unité inhibitrice et les caspases
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permettent la libération de l’activité de CAD et, ainsi, permettent la fragmentation de

l’ADN’75. La fragmentation de l’ADN, lorsque les caspases sont actives, se fait entre

chaque nucléosome produisant des fragments d’ADN d’environ 1 $Opb. De plus, les

caspases mènent à l’activation constitutive de PAK2 qui médie les boursouflures de

la membrane plasmique des cellules apoptotiques176. Ensuite, il y a fragmentation

cellulaire en vésicules entourées de membranes qui sont rapidement digérées par les

cellules voisines33.

La formation de l’apoptosome suite à la relâche du cytochrorne c dans le cytoplasme

n’est pas toujours suffisante pour l’activation de la cascade des caspases. Il existe des

protéines inhibitrices d’apoptose (lAPs) qui préviennent l’activation des caspases,

inhibent l’activité des caspases matures177. Les lAPs ont la capacité de se diriger vers

la voie de dégradation par le protéasome, en entraînant les protéines qui lui sont

complexées. Smac/Diablo agit en dimère et contribue à l’activation des caspases en

séquestrant les lAPs’50”51. Smac/Diablo possède des motifs de reconnaissance

semblables à certains motifs qui se retrouvent sur des caspases. Donc, Smac/DiabÏo

rivalise avec les caspases pour se lier aux HtrA2/Omi, est une sérine

protéase de Sa fonction n’est pas claire, mais il semble induit dans

des conditions de stress comme l’ischémie-reperfusion, choc de chaleur et stress du

réticulum endoplasmique. HtrA2/Omi a été identifié pour la première fois comme

pro-apoptotique suite à son habileté à lier et antagoniser les lAPs 151,1)4 ce qui

démontre son activité dépendante des caspases. HtrA2/Orni contribue aussi à la mort

cellulaire programmée indépendante des caspases avec son activité sérine protéase’56.
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12.2.2- La voie extrinsèque

La voie extrinsèque implique une famille de récepteurs de mort (DR) qui sont

exprimés à la surface cellulaire et qui ont pour fonction de transmettre les signaux

induisant l’apoptose lorsque activés par les ligands de mort (figure 4). Dans cette

famille, le récepteur du facteur de nécrose tumorale (TNfR) et Fas sont des

récepteurs examinés de façon exhaustive. Puisqu’une implication de fas a été

démontrée dans les désordres vasculaires (voir 1.2.2.3), seulement la signalisation par

fas menant à l’apoptose sera décrite. La trimérisation de Fas est requise pour la

transduction du signal apoptotique. fas contient un domaine cytoplasmique (Domaine

de mort: DD) requis pour la transmission du signal apoptotique, une fois que Fas L

est lié du côté extracellulaire183. Le DD de fas interagit avec une protéine de liaison

fADD (DD associé à fas)’84’185. fADD possède aussi un domaine d’exécution de

mort (DED) qui sert au recrutement de la procaspase-8 (aussi appelée fLICE) par son

domaine DED. L’accumulation du zymogène procaspase-8 à un endroit donné mène

à l’activation de la caspase-8 par une auto-protéolyse. La caspase-8 doit former un

hétérotétramère pour s’activer185. L’activation de la procaspase-2 se fait par le même

mécanisme que l’activation de la procaspase-&48. La caspase-$ active la procaspase-3

et déclenche la cascade des caspases. L’apoptose médiée par fas peut être bloquée

par des molécules inhibitrices endogènes FLIPs (Protéine inhibitrice apparentée à

Flice) qui possèdent deux DED et inhibent le recrutement de la procaspase-&86’94.

Le signal de mort induit par fas peut aboutir à l’activation de la mitochondrie’9,

suite au clivage de Bid (3H3-seul) en Bid tronqué (Bidt) par la caspase 8. Bidt se

transloque à la membrane mitochondriale et induit la relâche du contenu
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intermembranaire de la mitochondrie’29”30. Le signal apoptotique est amplifié par la

perte d’intégrité de la mitochondrie.

Procaspase-$ J (aspase-$

fr

Ciscade des caspases

Apoptose 4
Mitochondrie

Figure 4 t Schéma de la voie extrinsèque de l’apoptose par le récepteur de mort fas.

1.2.2.3- L ‘apoptose et les désordres vasculaires

Plusieurs expériences ont démontrés l’implication de l’apoptose et, plus précisément,

certaines protéines apoptotiques dans les désordres vasculaires. Des études ont

démontré qu’une diminution de p53 permet une résistance à l’apoptose et une

prolifération des CML lors des événements initiaux de l’épaississement

néointimai196’197. Il a été démontré que l’apoptose néointimale peut être induite par

l’ablation de Bcl-XL en utilisant un antisens menant à une diminution de

l’épaississement intimai’2. Mors, Bcl-XL est présent dans les CML, ce qui permet le

développement d’une résistance à l’apoptose des CML’2”98”99. La voie extrinsèque a

aussi fait ses preuves dans certains troubles vasculaires. L’apoptose médiée par fas

joue un rôle dans une variété de désordre vasculaire incluant l’athérogénèse’3’200203,

Cytoplasme
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la vasculopathie de transplantation 204 et l’inflammation. Des souris déficientes pour

les gènes de Fas et/ou fas L souffrent de maladies rhumatiques caractérisées par

l’inflammation aberrante205’206. L’augmentation de l’expression de fasL dans les CE

et les CML augmente l’apoptose de cellules cytotoxique T et macrophages, augmente

la survie des cellules vasculaires et résulte en une accumulation intimale des CML203.

FLIP, abondant dans les CE, a pour fonction d’inhiber la mort induite par fas207.

FLIP est inhibé dans les CML dont l’insulte endothéliale est induite par ballon et dans

les plaques athérosclérotiques humaines 20$ et aurait un rôle dans la régulation du

remodelage.

L 2.3- Autres morts cellulaires programmées

Si on ne se base que sur les critères morphologiques de l’apoptose (forme de la

chromatine, fragmentation, condensation), les caspases semblent indispensables à

l’apoptose. La nécrose de son côté est plutôt une mort dérégulée où la perte de

l’intégrité membranaire a lieu précocement dans le processus. Il existe une panoplie

de type de mort cellulaire programmée qui se situe entre ces deux extrémités que sont

l’apoptose et la nécrose. La mort cellulaire programmée peut avoir lieu en absence de

la condensation de la chromatine d’une façon apparentée à la nécrose209211. La mort

induite de façon apparentée à l’apoptose rassemble tous les types de mort cellulaire

programmée indépendante des caspases, mais où la condensation et la fragmentation

de l’ADN sont moins prononcées (fragments à haut poids moléculaire seulement)212

219 L’inhibition de l’activation des caspases ne protège pas nécessairement contre les

stimuli de mort, mais semble plutôt révéler des programmes de mort cellulaire
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indépendants des caspases. Dans plusieurs modèles expérimentaux d’apoptose induite

par les DR209’21 1,220-222 la carence en facteurs de croissance223 et les oncogènes224, des

voies alternatives de mort cellulaire ont été découvertes suite à l’utilisation de

l’inhibiteur pan-caspase (z-VAD-fmk). Plusieurs évidences montrent que ces

mécanismes de seconde ligne seraient courants dans la physiologie normale et la

pathologie. Ces types de mort impliquent différentes protéases ayant des substrats

semblables aux caspases comme HtrA2/Omi’54”57, les calpaïnes 225 et les

cathepsines226. Dans d’autres cas, AIF ou l’endonucléase G peuvent être libérés par la

mitochondrie sans qu’il y ait activation des caspases. AIF est une protéine

mitochondriale qui se transioque au noyau en réponse à des stimuli apoptotiques227.

La surexpression de AIF induit la condensation de la chromatine, la dissipation du

potentiel transmembranaire mitochondrial, l’exposition des phosphatidylsérine sur la

membrane plasmique et la fragmentation de l’ADN à haut poids moléculaire (5Okbp)

228et n’est pas perturbé par l’inhibiteur pan-caspase z-VAD-fink, mais est incapable

d’induire la fragmentation nucléosomique de l’ADN229. Le mécanisme moléculaire

de l’activité cytotoxique de AIF est essentiellement indépendant des caspases, mais

reste inconnu1 52,230-235 La nucléase mitochondriale non-spécifique, 1’ endonucléase G,

est hautement conservée chez les eucaryotes. Son rôle précis dans la mitochondrie est

incertain236. Suite à un stress apoptotique, l’endonucléase G est transioquée au noyau

et digère l’ADN en absence de l’activité des caspases’58’237, mais la dégradation est

plus grossière que lorsque les caspases sont activées238. Suite à l’inhibition des

caspases in vivo des voies alternatives font également surfaces dans des processus de

sélections négatives de lymphocytes239’24° ou l’enlèvement embryonnaire des
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membranes interdigitales241. Le chevauchement des voies de mort induites par un

stimulus serait plutôt la règle que l’exception209’242.

1.3-PROLIFÉRATION

En temps normal, les CML de la paroi vasculaire sont en phase de quiescence. Suite à

une lésion au niveau de l’endothélium, les CML jouent le rôle principal dans la

réponse fibromusculaire des maladies vasculaires, car elles sont la source principale

de tissu dans la paroi. Les CML quittent leur stade statique pour acquérir une

plasticité leur permettant de répondre aux facteurs de croissance et autres stimuli en

démarrant leur cycle cellulaire. Cette prolifération des CML contribue au

développement de la lésion néointimale caractéristique, entre autres, de

l’athérosclérose. La prolifération des CML est nécessaire à la réparation de l’insulte

puisque les CML servent de forces contractiles pour éviter que la plaie aille en

profondeur.

1.3.1- Le cycle cellulaire

1.3.1.]- Historique

Au xvIIe siècle, grâce au perfectionnement du microscope, la première cellule a pu

être observée par l’oeil humain243. Au XIXe siècle, on pouvait voir la division

cellulaire séparée en deux phases: la phase de croissance (interphase) et la phase de

division (la mitose). Lorsqu’il a été possible d’observer la réplication de l’ADN, il a

été constaté que la réplication se déroulait à un moment précis de l’interphase,



26

nommée la phase de synthèse de l’ADN, maintenant considérée comme une étape du

cycle cellulaire244. À cet instant, le cycle cellulaire comptait quatre phases : le gapi

(Gi), la synthèse de l’ADN (S), le gap 2 (G2) et la mitose (M)245’246. La période Gi,

entre la phase M et S, est le moment où la cellule grossit. L’ADN se réplique pour

obtenir deux copies de son contenu génétique dans ta phase S. La période G2 sert de

contrôle pour s’assurer que la cellule a bien doublé son contenu d’ADN. Ensuite, il y

a division de tous les éléments d’une cellule pour obtenir deux cellules filles pendant

la mitose. Il existe une dernière phase, nommée GO, qui représente une période de

quiescence où il n’y a pas de croissance cellulaire.

Le cycle cellulaire permet à la cellule de se diviser tout en gardant une stabilité

génomique. Un système de surveillance s’assure que chacune des étapes est

complétée et alternée247. Un événement spécifique doit être complété avant que

l’événement suivant soit entamé. Par exemple, une fois que l’ADN est condensé, il ne

décondense pas tant que la mitose n’est pas terminée. De plus, un événement

complété ne doit pas être répété. Une fois que l’ADN est répliqué dans la phase S, il

est condensé plutôt que répliqué pour une seconde fois. Il existe évidemment

plusieurs mécanismes de régulation qui permettent le contrôle de la complétion et de

I’ alternance.

Les expériences de Rao et Jonhson ont démontré qu’il existe des molécules capables

de contrôler la destinée d’une cellule248’249. Lorsque des cellules en phase S sont

fusionnées avec des cellules en phase G 1, il y a une réplication prématurée du

contenu d’ADN, mais il n’y a pas d’entrée en phase M avant que l’ADN soit
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complètement répliqué. Par contre, la fusion de cellules en phase S avec des cellules

en phase G2 n’induit pas une ré-réplication de l’ADN. Ces résultats ont permis de

conclure que 1- les cellules en phases S possèdent un facteur promoteur de la phase

S (SPF) possédant une activité dominante sur Gi, mais n’ayant pas d’effet sur G2, 2-

les cellules dans la phase G2 possèdent un blocage contre le SPF prévenant la

réplication de l’ADN des cellules en G2, 3- les cellules en phase S possèdent un

contrôle prévenant l’entrée en phase M avant la réplication de l’ADN. La fusion de

cellules en phase M avec des cellules en phases Gi, S et G2 a mené à la découverte

d’un facteur promoteur de la phase M (MPF). Dans tous les cas, les cellules ont une

perte d’intégrité de la membrane nucléaire et il y a condensation de la chromatine.

Donc, les cellules en phases M possèdent un MPF qui a une activité dominante sur les

autres phases du cycle cellulaire. Lorsque la mitose est terminée, la cellule doit

s’assurer d’éliminer ce MPf dominant avant de poursuivre le cycle cellulaire.

La cellule a aussi l’habileté de faire une pause transitoire pendant le cycle cellulaire

en réponse à des agents qui causent des dommages, particulièrement à l’ADN. SPF et

MPF sont maintenant caractérisés comme des complexes protéiques ayant deux

composantes clés : une sous-unité régulatrice (cycline), une protéine kinase (kinase

dépendante de cyclines — cdk). Différents complexes de cyclines/cdk sont exprimés

dans différentes phases du cycle cellulaire (Figure 5). Les cyclines ont un temps

d’apparition spécifique et les kinases ont une activité spécifique.

1.3.1.2- Contrôles des kinases dépendantes de cycline (cdk)
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Alors que les niveaux de cdk restent stables au cours de la progression du cycle

cellulaire, l’expression des cyclines varie selon des phases de transcription périodique

et de régulation post-traductionnelle250. Ainsi, chaque cycline a un patron

d’expression unique durant le cycle cellulaire. En contrôlant l’activité des cdk, les

régulateurs de cdk peuvent aussi contrôler le cycle cellulaire. Les activateurs de cdk

sont les cyclines, les inhibiteurs sont les inhibiteurs de cdk (cki) et les cdk peuvent

aussi être contrôlés par la phosphorylation.

Figure 5 : Schéma simplifié du cycle cellulaire: 1- Lorsque tes cellules sont en quiescence (GO) l’ajout

de facteurs mitogéniques (GF) active l’expression de la cycline D. La cycline D s’accumule et se lie à

la kinase dépendante de cycline (cdk) 4/6 pendant la phase G I. 2- Pour être actif, le complexe cycline

D/cdk4/6 doit être phosphoiylé par une kinase activatrice de cdk (CAK). 3- Un des modèles de
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l’inhibition de E2f-DP par Rb est le recrutement d’un complexe ayant une activité histone déacétylase

qui réprime la transcription par remodelage de la chromatine. E2f-DP est un hétérodimère capable de

lier et d’activer l’expression de plusieurs gènes impliqués dans le cycle cellulaire et la réplication de

l’ADN. Lorsque cycline D/cdk4/6 phosphoryle Rb, HDAC quitte le complexe et L’ADN se

décompacte. La répression par Rb est diminuée et les gènes contrôlés par E2F, dont la cycline E, sont

exprimés. 4- La cycline E s’associe avec cdk2 et, ensemble, phosphoiyle Rb ce qui entraîne une

dissociation de Rb et E2F. 5- Ainsi, E2f-DP transmettent pleinement leur activation de la transcription

des gènes de la progression du cycle cellulaire et de la réplication de l’ADN. 6- En phase S, il y a

production de la cycline A qui lie cdk2. Cycline A/cdk2 phosphoryÏe E2F et D? ce qui entraîne leur

dissociation et la libération de l’ADN. 7- Le gène codant pour cdkl est activé par le facteur E2F, mais

le mécanisme n’est pas bien défmi. cdkl se lie à la cycline A dans fa phase G2. 8- L’activation de la

transcription de la cycline B par E2F n’est pas définie. 9- La cycline B se lie à cdkl qui doit être

phosphorylé par CAK pour être actif et le complexe permet la progression de la mitose.

a- Les cyclines de la phase GO/G]

Les facteurs de croissance sont responsables de l’induction de l’expression de la

cycline D251254 Trois cyclines de type D, cycline Dl, D2, D3, sont induites dans

différentes lignées cellulaires253257. La majorité des résultats portent sur la cycline Dl

qui a été étudiée de façon exhaustive. Dans les cellules en phase GO, il y a une

diminution de l’expression de la cycline D, puis des stimuli mitogéniques peuvent

induire la production de cycline D et permettre à la cellule de reprendre le cycle

cellulaire dans la phase G1251254. L’induction de la cycline Dl est dépendante des

facteurs de croissance et est hautement régulée, autant au niveau de l’activation

trnnscriptionnelle, de l’expression protéique que de la localisation cellulaire.

Plusieurs protéines ont été démontrées comme étant des activateurs du promoteur de
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la cycline Dl, mais le promoteur est aussi sujet à l’inhibition pour permettre un arrêt

en Gi. L’induction par des mitogènes de la cycline Dl dépend de l’activation des

MAPK. Cette voie implique séquentiellement, la Ras GiPase et la protéine kinase

Rafi qui phosphoryle la MAPK kinase. Ensuite, la MAPK kinase phosphoryle ERK

permettant sa transiocation noyau pour augmenter la transcription de la cycline

Dl258’259. En absence de mitogènes, la cycline Dl est transportée du noyau vers le

cytoplasme, lie la SCf ubiquitine E3 ligase pour être dirigée vers la dégradation par

le protéasome260’261. L’exportation nucléaire est médiée par la kinase-3f3 de la

synthase de glycogène (G$K-3 3) une kinase inhibée par la voie Ras/P13k!Akt262’263.

Ces observations indiquent que les voies intracellulaires activant l’expression de la

cycline Dl sont coordonnées pour activer la synthèse par la voie Ras/Raf/MAPK et

pour contrôler sa stabilité par la voie Ras/P13k/Mct. Ras est donc impliqué dans

l’activation de la voie cycline/cdkIE2f de la phase Gi.

Il a été démontré que l’utilisation d’antisens ou bien l’injection d’un anticorps

neutralisant dirigé contre la cycline Dl empêchaient l’entrée de la cellule dans la

phase S. Si la cellule se trouvait à la limite GuS, les mêmes procédures ne bloquaient

pas l’entrée de cette cellule dans la phase 5264265 La cellule atteint donc un point de

non-retour où même l’ablation de la cycline Dl n’a plus d’effet sur la progression du

cycle cellulaire.

La cycline D permet aux cellules de faire la transition GuS et participe dans la

transduction de signaux mitogéniques externes à d’autres composantes de la

machinerie Gl/S permettant la transition G0/Gl et la transition de la phase Gi
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précoce vers la limite Gl/S25’254’266. La cycline D s’associe avec cdk4 et

cdk6253’267’268. La liaison de la cycline D à cdk4 ou cdk6 dépend du tissu puisque cdk4

et cdk6 ont une répartition différente selon le tissu267’268. Pour initier son activité

kinase, cdk4, en plus de se lier à la cycline D, doit être phosphorylé sur sa Thr 172

par le complexe cycline HJcdk7/MAT1269. Ce complexe constitue une kinase

activatrice de cdk (CAK). Le complexe cycline D/cdk4-6 a pour fonction la

phosphorylation des protéines pochettes de la famille Rb, soit la protéine

rétinoblastome (Rb), p107 et p130270’27t. Pendant plusieurs années, le modèle établit

proposait que Rb séquestrait le facteur de transcription E2f et que la phosphorylation

de Rb par les complexes cyclines/cdk permettait la libération de E2f et, ainsi,

l’induction de la transcription par E2f de gènes essentiels à la progression du cycle

cellulaire et à la synthèse de l’ADN243. Cependant, des études récentes ont montré

que la liaison de Rb à E2F n’était pas suffisante pour inhiber les propriétés

transcriptionnelles de E2f272, donc la progression du cycle cellulaire pouvait se

poursuivre. De nouvelles évidences ont en fait démontré que les membres de la

famille Rb recrutent un complexe ayant une activité histone déacétylase (HDAC) ce

qui entraîne le repliement de la cbromatine273275. E2F lie l’ADN sur les gènes ayant

un site de liaison E2F, Rb lie E2f et recrute HDAC à l’ADN pour induire l’inhibition

de la transcription via un remodelage de la chromatine. La phosphorylation de Rb par

cycline D/cdk4-6 provoque la dissociation de HDAC, ce qui diminue l’effet

inhibiteur de Rb sur E2f276278. E2f est une famille de facteurs de transcription ayant

6 homologues (E2F-1, -2, -3, -4, -5, -6) et ils doivent être liés à un membre de la

famille de DP pour être actif279’280. Les protéines E2F et DP contiennent des domaines

de liaison à l’ADN et de dimérisation très conservés281. La sous-unité DP active
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indirectement la transcription en potentialisant l’activité de la sous-unité E2f282284.

Le modèle initial voulait que E2f soit un facteur de transcription nécessaire à l’entrée

en phase S et à la réplication de l’ADN, donc un facteur qui active la prolifération.

Des expériences ont cependant compliqué ce modèle. Ainsi, la surexpression de E2F

permet de contrer plusieurs types d’arrêt en Gi et permet l’entrée en phase S (en

accord avec le modèle). Par contre, les cellules s’accumulent en phase S, puis

entament l’apoptose (une diminution de l’activité de E2f est requise pour quitter la

phase S)!285290. D’un autre côté, des souris déficientes en E2F démontrent un défaut

dans l’apoptose et une augmentation de la formation de tumeurs291. Plusieurs études

ont pour objet E2F afm d’expliquer son activité, mais son fonctionnement n’est pas

encore totalement élucidé.

Il existerait différentes relations entre les membres de la famille E2f selon leur

concentration, localisation et leur activité qui résulte en une régulation

transcriptionnelle279’280’286’292294. Ces facteurs de transcription ont été divisés en deux

classes : les activateurs (E2F-l, -2, -3) et les répresseurs (E2f-4, -5). Puisque E2f-6

ne possède pas de domaine de liaison à Rb ou aux cyclines et ni de domaine de

transactivation, il se retrouve dans une catégorie distincte280. Selon le moment dans le

cycle cellulaire ou le type de E2F, différentes protéines de la famille Rb s’associent à

E2F. Dans les cellules quiescentes, les gènes requis pour la transcription de l’ADN29,

sont réprimés par les E2f répresseurs (-4, -5) liés à p130. L’activation de la

transcription serait initiée en différentes étapes. La phosphorylation de p130 peut

causer la relâche des E2F répresseurs et provoque la translocation de E2f-4/-5 du

noyau au cytoplasme. Au point de transition G 17$, les sites de liaison de E2F sur les
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gènes sont occupés par les complexes E2f-1/-2/-3 -Rb296’297. Une diminution de

l’activation des E2f activateurs est requise pour quitter la phase S. Plus le cycle

cellulaire progresse, plus E2F-4/p 107 s’accumule dans le cytoplasme280. En G2/M, on

retrouve au noyau le complexe E2F-4/p 130 pour réprimer les gènes ayant un site de

liaison E2f297. Les E2f répresseurs sont exprimés constitutivement, alors que les E2F

activateurs sont induits juste avant la transition GuS298. Quelques gènes voient leur

expression augmentée prématurément dans la phase G 1 précoce dans les cellules

déficientes en E2f (ex : cycline E, E2f- 1 )2so295 La répression transcriptionnelle,

dans ce cas, nécessite la liaison sur le promoteur de E2F avec ses corépresseurs, Rb et

HDAC295. D’autres gènes nécessitent l’activation de E2f sur leur promoteur tel que

cdkl, les cyclines A et B (protéines requises pour la progression du cycle

cellulaire)299301. Les mécanismes exacts de régulation de la transcription par E2f sont

complexes, comparativement au modèle initial, d’autres études sont nécessaires pour

compléter les nouveaux modèles.

Jusqu’à maintenant, le seul gène régulé par E2f capable de remplacer E2f est la

cycline E302. La mutation de Rb en une forme non-phosphorylable par les cyclines

impose un blocage du cycle cellulaire en Gi qui peut être contré par la surexpression

de la cycline E303. La phase S induite par la cycline E résulte en une réplication de

l’ADN et a lieu sans transcription dépendante de E2f303’304. De plus, les cdk liant la

cycline E phosphorylent Rb et, potentiellement, agissent en amont de E2f, mais les

explications sont incertaines305. Les fonctions de E2f et de la cycline E semblent

converger vers le produit d’un gène cible de E2f qui agit à l’initiation de la synthèse
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de l’ADN par un processus modulé par une phosphorylation dépendante de la cycline

E, mais, jusqu’à maintenant, aucun candidat n’a cependant été trouvé280.

La cycline E se lie et active cdk2306’307. Le complexe cycline E/cdk2 joue un rôle

crucial dans la transition GuS. L’expression et l’activité de la cycline E suit

l’expression de la cycline D et commence à augmenter dans la phase Gi précoce et

atteint son pic à la transition G1/5307309. Des études cristallographiques de cdk2 310

ont montré que la sous-unité cdk est inactive tant qu’ elle est monomérique et non

phosphorylée, car un changement conformationel est requis pour permettre l’accès au

site de liaison dans le noyau catalytique3’ 1• Suite à la liaison d’une cycline, la boucle

T n’obstrue plus le site de liaison du substrat, il y a des changements de structure

dans le site de liaison à l’ATP, menant au bon positionnement du phosphate de l’ATP

pour la réaction de phospho-transfert entre l’ATP et la protéine cible268’271. Alors que

la liaison de la cycline E est suffisante pour activer cdk2, la phosphorylation par CAK

de la Thr 160 sur cdk2 augmente son activité de 300 fois271. Par contre, la

phosphorylation de cdk2 sur la Thr 14 et/ou la Tyr 15 par, entre autres. Wee I

provoque l’inhibition de l’activité kinase312. Cdc25A est la phosphatase requise pour

la déphosphorylation de la Thr 14 et la Tyr 15 et, ainsi, active cdk2313. La

phosphorylation de la Thr 14 etlou la Tyr 15 permettrait à la cellule d’atteindre une

concentration critique de complexe cycline E/cdk2 inactif qui, lors de l’activation,

induit une transition complète et rapide du cycle cellulaire. Ces phosphoiylations

peuvent aussi fonctionner pour ralentir l’activation des cdk lors de dommages à

l’ADN. Le complexe cycline E/cdk2 possède plusieurs substrats in vitro dont la

protéine Rb et l’histone Hi306’307. Tout comme la cycline D, l’injection d’anticorps
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dirigés contre la cycline E empêche l’entrée en phase S. Par contre, si l’injection se

fait à la limite GuS, le cycle cellulaire se poursuit243.

Les cyclines D et E agissent en coopérativité pour la phosphorylation de la protéine

Rb314. Rb possède plusieurs sites de phosphorylation et tous doivent être

phosphorylés pour inhiber complètement plusieurs de ses fonctions. Lorsque cdk2 est

inhibée, le complexe cycline D/cdk4-6 est incapable de phosphoryler la protéine Rb

complètement. De son côté, le complexe cycline E/cdk2 est incapable de

phosphoryler la protéine Rb à moins qu’elle n’ait été préalablement phosphorylée par

le complexe cycline D/cdk4-6. Donc, l’inactivation de la protéine Rb est modulée par

des phosphorylations séquentielles induites par les complexes cycline D/cdk4-6 et

cycline E/cdk2314 La protéine Rb inhibe la transcription de certains gènes qui

possèdent un site de liaison de E2F 276,315-317 par le recrutement de HDAC qui permet

un remodelage inhibiteur de la chromatine315317. L’altération de la structure de la

chromatine maintient la répression des gènes de la phase S dans la phase Gi

précoce250. La phosphorylation de Rb par cycline DIcdk4-6 détruit la liaison de Rb

avec HDAC276. Ensuite, cycline E/cdk2 phosphoryle Rb et détruit la liaison Rb

E2f318. E2f libéré de l’emprise de Rb peut lier DPi et activer l’expression de gènes

essentiels à la transition Gus319. La diminution de l’activité de cdk2 à la transition

GuS est contrôlée par la dégradation de la cycline E pour laquelle deux voies de

protéolyse existent. Cul-3 promouvoit l’ubiquitination de la cycline E libre, puis la

dirige vers la dégradation par le protéasome320’321. Lorsque la cycline E est liée à cdk2,

cdk2 phosphoryle la cycline E sur Ser 384. Par contre, la cycline E phosphorylée est

susceptible à la dégradation, donc il existe un lien entre l’activité de cdk2 et la
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dégradation de la cycline E. Ensuite, GSK-3f3 phosphoryle la cycline E sur Thr 380 et

d’autres kinases (non-identifiées) phosphorylent les Thr 62 et Ser 372 de la cycline E,

ce qui accélère la dégradation de la cycline E322. L’ubiquitine ligase cdc4/fbw7/ago

recrute la cycline E phosphorylée 323-325 et se charge de la diriger vers la voie du

protéasome326’327.

Le rôle principal de la cycline D est son association avec les cdk4-6 pour initier la

phosphorylation de Rb, relâcher HDAC et permettre au complexe cycline E/cdk2

d’avoir accès à ses cibles, alors que le complexe cycline E/cdk2 a pour rôle la

phosphorylation de Rb pour permettre la libération du facteur de transcription E2F et

la transition en phase S.

b- Les cyclines de la progression des phases $ et G2

La cycline A est présente en faible quantité lors de la phase Gi, augmente de la phase

S à G2, puis se dégrade durant la phase M328’329. Cette régulation s’effectue à de

multiples niveaux. L’induction de l’expression de la cycline A est due au site E2f

situé sur le promoteur330. L’AMPc peut aussi stimuler sa transcription via l’élément

de réponse de AMPc (CRE)331. L’altération de la stabilité de l’ARNm (région 5’ non-

traduite) démontre une modulation post-transcriptionnelle332. Le niveau protéique est

régulé par la dégradation médiée par ubiquitination333’334.

La cycline A contribue à la transition GuS à la progression de la phase S et à la

transition G2/M243. De nombreuses expériences ont démontré l’importance de la
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cycline A. Par exemple, l’injection d’anticorps dirigés contre la cycline A empêche la

réplication de l’ADN et un embryon déficient en cycline A n’entre pas en

mitose335’336. La cycline A s’associe avec cdk2 et cdk1329’337. Le complexe cycline

A/cdk2 serait requis pour la progression de la phase S alors que le complexe cycline

A!cdkl serait plutôt nécessaire pour la transition G2/M. Des cellules de souris ayant

une mutation (sensible à la température) de cdkl mène à un arrêt en G2, alors que

dans des extraits cellulaires de Xenopus, cdk2 est requise pour qu’il y ait synthèse de

l’ADN338’339. L’activité du complexe cycline AJcdk2 se retrouve dans la phase S et

G2 et ses substrats sont la protéine Rb 305,340 et les facteurs de transcription E2F34344,

DP345 et le récepteur d’oestrogène Œ346 La phosphorylation de E2F par cycline A!cdk2

diminue la liaison à l’ADN et la phosphorylation de D? détache E2f de l’ADN et de

DP. Ensuite, E2f est dirigé vers la dégradation par la liaison de pi4’347’348.

L’activité du complexe cycline Alcdk 1 se retrouve seulement lors de la phase G2 et a

pour substrat l’histone Hi349. Des sites de phosphorylation mutés sur Rb empêchent

la progression de la phase S, donc la phosphorylation de Rb se poursuit pendant la

phase S350. La protéine Rb inhibe l’expression de la cycline A 330,351 et de cdk1301’352,

via l’inhibition de leur facteur de transcription E2F. Ainsi, cycline A et cdkl sont

sous le contrôle des cyclines, plus précisément sous le contrôle de cycline D/cdk4-6

et cycline E/cdk2 responsable de l’inactivation de Rb.

e- Les cyclines de la transition G2/M

La progression G2/M et l’entrée en phase M sont régulées par le MPF qui possède

une activité kinase principalement médiée par le complexe cycline B/cdk1353359. Le
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niveau de cycline B oscille au cours du cycle cellulaire. La cycline B apparaît en

phase S et augmente dans la phase G2 pour être dégradée pendant la mitose, plus

précisément, à l’anaphase360. Une fois complexée avec une cycline, cdkl doit être

phosphorylée sur Thr 161 pour devenir active et cette phosphorylation activatrice est

accomplie par CAK269’361. Les molécules cdkl sont phosphorylées sur les Thr 14-15

dans les phases G2 et S, lorsqu’elles s’associent à la molécule cycline B. Cette

phosphorylation inhibe l’activité du complexe B/cdkl et serait un mécanisme

important pour prévenir l’activation prématurée du complexe cycline B/cdkl avant

l’entrée en mitose362364. Les protéines kinases pouvant phosphoryler cdkl sur Thr 14

et Thr 15 sont: Weel, Miki et Myt1365367. Thr 14-15 se retrouvent dans la poche

liant l’ATP et leur phosphorylation désoriente la molécule d’ATP et, ainsi, inhibe

l’activité kinase362’368. L’activation du complexe cycline B/cdkl vient de la

déphosphorylation par la phosphatase à double spécificité Cdc25C capable de lier

cycline B/cdkl et de déphosphoiyler les Thr 14 et Thr 15369-371. Le complexe cycline

B/cdkl, à son tour, phosphoryle Cdc25C, ce qui augmente son activité phosphatase372.

L’activation de la cycline B/cdkl permet une activation rapide de Cdc25C et du

complexe cycline B/cdkl. L’hyperphosphorylation de Cdc25C corrèle avec son

activité phosphatase372’373.

1.3.2- Système de surveillance

Lors de dommages à l’ADN, la cellule a la capacité d’arrêter la prolifération en Gi, S,

G2 et de repartir lorsqu’il y a réparation. La fonction «point de contrôle» implique

souvent soit un délai dans l’activation, soit une inactivation d’un complexe
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cycline/cdk particulier374’375. La stabilité de l’ADN génomique dépend de la fidélité

de la réplication de l’ADN et de la ségrégation des chromosomes. La progression en

phase Gi est précisément régulée pour coordonner la division normale et la

croissance cellulaire, alors que la réplication de l’ADN dans la phase $ est

précisément ordonnée pour prévenir des événements pouvant mener à l’instabilité

génomique et au cancer.

1.3.2.1- Point de contrôle en G]

La carence de sérum est un activateur classique de l’arrêt en GO/Gl et de l’induction

de l’apoptose des cellules. La régulation de la phosphorylation des cdk est une

importante composante de la régulation de l’activité des complexes cyclines/cdk de la

phase Gi dans le point de contrôle en Gi en réponse à des stress génotoxiques.

Plusieurs protéines (p 19AI, MDMX, Rb, JNK) répondant à différents stimuli

peuvent lier le complexe p53-MDM2 et empêcher le complexe de se diriger vers la

voie du protéasome37638’ (figure 6). L’arrêt du cycle cellulaire en Gl, comme dans

une situation d’absence de facteurs de croissance, dépend de l’action de p53. La

stabilisation de p53 est un élément important dans l’arrêt en Gl tout comme dans

l’apoptose. Suite à l’induction de l’arrêt en Gi, p53 sert de pivot pour balancer la

réponse cellulaire vers un maintien de la quiescence ou une activation de

l’apoptose382. p53 cible p21, mais l’accumulation de p21 en réponse à p53 prend

plusieurs heures puisque c’est une réponse tr iinn14 p21 est de la famille

WAF/KIP qui comprend aussi les membres p27 et p57383’384. La protéine p21 lie
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directement les complexes cycline/cdk et agit comme un inhibiteur de cdk (cki)385’386.

p21 peut inhiber l’activité kinase des complexes cycline E/cdk2, cycline D/cdk4-6,

cycline A!cdk2 et, moins fortement, cycline B/cdk1386389. Il semble que deux

molécules de p21 ou plus soient nécessaires pour inhiber l’activité de cycline/cdk390.

Par contre, en quantité stoechiométrique, p21 inhibe seulement cycline E/cdk2391. La

dégradation de la cycline D est une étape critique dans la promotion précoce de l’arrêt

en Gi, par exemple lors de carence en sérum. La cycline D est détruite par la voie du

protéasome, ce qui entraîne la dissociation de p21 et de cdk4-6. Lorsque p21 est

dissocié du complexe cycline D/cdk4/6, il se dirige sur cycline E/cdk2 pour

l’inhiber392395. Pour maintenir l’arrêt en Gi, la synthèse de p21 p53-dépendante est

requise lorsque des cellules sont exposées à un environnement sans facteur de

croissance396. La surexpression de p21 entraîne un arrêt en G1388. Des cellules

déficientes en p21 exposées à l’irradiation-y ont un arrêt en Gi diminué, mais pas

abolit ce qui implique qu’il existe d’autres mécanismes induisant l’arrêt en G1397.

Un autre régulateur de complexe cycline/cdk dans la transition G liS est la famille de

gènes INK4a-p16, b-p15, c-pl$, d-p19391. TNK4 p16 inhibe cdk4-6 prévenant leur

association avec la cycline D et, ainsi, empêche la phosphorylation de la protéine

Rb398. La surexpression de p16 mène à l’arrêt en 01 dans les cellules Rb’, mais pas

dans les cellules Rb’399. p19 interagit avec MDM2, bloque la dégradation de p53 via

MDM2 et, ainsi, permet Ï’ accumulation de p5 3400401•

La carence de sérum induit des changements dans les niveaux protéiques des

régulateurs du cycle cellulaire impliqués dans le système de surveillance en Gi. Les
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cellules présentes dans un milieu sans facteurs de croissance pendant plusieurs heures

ont des niveaux élevés de p53
402 et p21

402,403 qui sont les grands inducteurs de l’arrêt

en G 1. On note également une diminution des niveaux protéiques de la cycline D404.

la cycline E et de cdk2 405 et une hypophosphorylation de la protéine Rb403’406. Toutes

ces conditions protéiques sont des indicateurs importants d’un arrêt du cycle

cellulaire en G1.

Figure 6: Schéma simplifié de l’arrêt en GI. En présence de facteur de croissance (Gf), MDM2

dirige p53 vers sa dégradation par la voie du protéasome. En absence de Gf, p19 lie le complexe

MDM2-p53 et permet l’accumulation de p53. p53 non-dégradé mène à l’accumulation de p21. p21

peut inhibiber le complexe cycline E/cdk2. En parallèle, pi6, qui est activée en absence de GF, inhibe

la liaison de cdk 4/6 avec la cycline D. Lorsque la cyctine D est Libre, elle est dégradée par la voie du

f
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protéasome. Ainsi, les complexes cyctine D/cdk4/6 et cycline E/cdk2 sont inhibés et la protéine Rb

n’est plus phosphorylée ce qui empêche la progression du cycle cellulaire, donc induit un arrêt en GL

Les cellules requièrent des signaux prolifératifs extracellulaires pour poursuivre la

progression du cycle cellulaire. La présence de facteurs de croissance peut mener à

l’activation de la voie de la kinase de phosphatidyl inositol 3 (PI3K). PI3K induit

l’activation de la protéine kinase B (PKB) 407 qui a la capacité de phosphoryler et

d’inactiver une famille de facteur de transcription forkhead de la classe box O

(f0X0) 408,409 FOXO phosphorylé perd sa capacité à lier l’ADN 410 Alors, en

absence de signaux de croissance, f0X0 est actif. Il a été démontré que FOXO

pouvait augmenter la transcription de p27 une protéine cki 411 et parallèlement

pouvait réprimer la transcription de la cycline D 412 ce qui a pour conséquence

d’arrêter la progression du cycle cellulaire.

1.3.3- Le cycle cellulaire et les désordres vasculaires

Les CML dans l’organisme mature sont sous une forme statique, donc les niveaux

protéiques de cycline E, de cycline A et de cdk2 sont minimes88. De plus, les niveaux

protéiques élevés de p53196 et p27413’414 préservent l’état statique des CML dans les

vaisseaux. Par contre, p21 n’est pas exprimé dans les CML414, donc ne semble pas

responsable de la conservation de l’état quiescent dans l’organisme. Chez l’humain,

dans les régions de lésion resténosiques, on note une expression abondante de cycline

E et de cdk2 dans les CML en prolifération415. De plus, suite à une angioplastie dans

la carotide de rat, on note en moins de 24 heures une accumulation de cycline E et de
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cycline A. Quelques heures plus tard, une augmentation de cdk2 concorde avec une

induction de l’activité kinase cycline E/cdk2 et cycÏine A/cdk288. Dans l’artère

carotide de rat, suite à une insulte par ballon, la prolifération des CML corrèle avec

l’expression de cycline E, cycline A et de cdk2. De plus, un antisens dirigé contre

cdk2 inhibe l’hyperplasie intimale dans un modèle d’angioplastie dans la carotide du

rat416’417. Plusieurs expériences ont démontré que le facteur de transcription E2F est

un important composant de la cascade de signalisation liant l’activité de Ras à la

transcription de la cycline A et à la prolifération des CML. Il est à noter que

l’inhibition de Ras inhibe la formation de la néointima par les CML418’419.

L’induction de Ras dans les modèles d’hyperplasie active le facteur de transcription

E2F qui permet l’expression entre autres des cyclines A, E et de cdk2, ce qui a pour

conséquences d’activer le cycle cellulaire, donc la prolifération des CML420426.

Les protéines impliquées dans le point de contrôle Gi ont aussi un rôle à jouer dans le

remodelage vasculaire. Les changements initiaux menant à l’épaississement

néointimal dans la paroi vasculaire seraient dus à la suppression de p53 par des

mitogènes ce qui permettrait l’initiation de la migration et de la prolifération des

CML’96. Il n’y a pas de p2 dans les CML de la carotide normale de rat. donc p21

n’est pas impliqué dans la conservation de l’état quiescent des CML. Le niveau de

p21 également faible dans les CML qui entament une prolifération néointimale414. Par

contre, plusieurs jours après l’initiation de l’épaississement néointimal, p21 augmente

dans les CML et ainsi, il y a un ralentissement de la progression intimale414.

Éventuellement, la néointima se résorbe lorsque l’endothélium et le vaisseau sont

réparés. L’expression de p21 est inversement proportionnelle à la prolifération des
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CML, suite à l’insulte au niveau de l’endothélium. La surexpression de p21 dans des

artères endommagés limite le développement de l’hyperplasie intimale in vivo427129.

1.4- PRÉMISSE

David L. Vaux a suggéré en 1994 que la mort cellulaire programmée avait évolué,

bien sûr, pour des raisons morphogénétiques et de développement, mais qu’elle

s’avérait également être un important mécanisme de défense430. Une cellule recevant

des signaux de mort peut mourir sans déclencher de réponse inflammatoire, ni

endommager son environnement, mais elle se doit d’avertir le voisinage que cette

cellule s’est suicidée pour une raison afin de préparer les cellules voisines à ce

nouveau signal. La cellule mourant par apoptose aurait un impact sur son

environnement. Par exemple, lorsqu’une cellule meurt d’apoptose suite à une

infection virale, elle alerte les cellules voisines via l’interleukine-l comme quoi cette

cellule s’est détruite en réponse à une invasion virale. Les cellules exposées à

l’interleukine-l deviennent plus actives à combattre l’infection virale430. Les facteurs

favorisant le remodelage vasculaire ont tous un effet pro-apoptotique (voir p.6) sur

les CE. Il serait donc possible que l’apoptose endothéliale puisse induire des signaux

d’alerte qui auraient pour conséquences l’initiation et la progression du remodelage

vasculaire.

1.5- HYPOTHÈSE ET OBJECTIFS
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L’équipe du Dre Hébert a tenté d’appliquer l’hypothèse de David L. Vaux au système

vasculaire. Suite à au stress apoptotique des CE, on observe une augmentation de la

prolifération et de la résistance à l’apoptose des CML pour produire la néointima.

Nous avons donc postulé que les CE sous un stress apoptotique provoquait la

libération de facteurs qui alertaient le voisinage de l’insulte à l’endothélium et

permettaient aux cellules de l’entourage d’entamer une réparation du vaisseau. Ainsi,

nous avons proposé que les CE en stress apoptotique envoient des signaux dans

l’environnement via la libération de médiateurs solubles qui permettaient la

protection et la réparation de la paroi vasculaire. L’épaississement néointimal est une

conséquence d’un dommage à endothélium qui permet l’infiltration vasculaire de

leucocytes, de monocytes/macrophages et de lymphocytes T et à l’adhésion de

plaquette’5”6. Ces cellules produisent plusieurs facteurs de croissance (cités plus tôt)

favorisant l’épaississement 725, L’hypothèse que nous suggérons,

n’exclue pas cette possibilité, mais nous tentons de définir des mécanismes qui

joueraient un rôle additionnel dans l’épaississement néointimal.

Mon proj et consistait, plus précisément à caractériser 1- la libération des médiateurs

prolifératifs par les CE sous un stress apoptotique; 2- la régulation moléculaire de la

réponse proliférative des CML en présence des médiateurs relâchés par les CE en

stress apoptotique; 3- l’effet des médiateurs identifiés, libérés par les CE en stress

apoptotique.



2- MATÉRIELS & MÉTHODES
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2.1- Cultttre cellulaire

Les cellules endothéliales de veine ombilicale humaine (CEh) et les cellules

musculaires lisses d’aorte humaine (CMLh) ont été obtenues de Clonetics (San

Diego, CA, USA). Les CEh sont cultivées (passages 2 à 4) sur des flasques

gélatinisées (gélatine 1% de peau bovine) dans le milieu EGM (SOOml Endothelial

Growth Medium, 0.5m1 hEGF (Facteur de croissance épidermal humain), 0.5ml

hydrocortisone, 0.5ml GA-1000 (Gentamycine, Amphoterine-B), 2.0m1 BBE (Extrait

de cerveau bovin). 35ml FBS (sérum de bovin foetal) (Cambrex, Walkersville, MD,

USA). Les CMLh sont cultivées (passages 2à 6) dans le milieu SmGM-2 (SOOml

Smooth Muscle Growth Medium, 0.5m1 insuline, 1 .Oml hfGF-basique (Facteur de

croissance-basique de fibroblaste humain), 0.5m1 GA-l000, 25m1 FB$, 0.5m1 hEGf)

(Cambrex, Walkersville, MD, USA). Les cellules A7R5 (CMLr), une lignée

cellulaire clonale de muscle lisse d’aorte thoracique d’embryon de rat (ATCC,

Rockville, MD, USA) sont cultivées dans le milieu D-MEM F-12 (Dulbecco’s

Modified Eagle Medium: Nutrient mixture F-12 (Ham) 1 :1, L-glutamine, 2.43 8g/l

sodium bicarbonate, pyridoxine hydrochioride, filtré 0.1 micron) enrichi avec 10% de

FBS. Tous les types cellulaires prolifèrent à 37°C avec 5% de C02 et 95%

d’humidité. Pour passer les cellules sont lavées avec du PBS iX (Phosphate Buffered

Saline, pH 7.2), puis traitées avec de la trypsine (0.05% trypsine, 0.53mM EDTA

.4Na dans HBSS (Hepes buffered saline solution)).

2.2- Production de milieu sans sérum conditionné (SSC)

Les CEh poussent jusqu’à confluence dans des flasques gélatinisées de 175cm2. Le

milieu de culture est enlevé et 25m1 de milieu RPMI-1640 sans sérum sont ajoutés.
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Pour faire du milieu sans sérum conditionné contrôle, le milieu sans sérum est

conditionné pendant 30 secondes par des CEh, ensuite le milieu est récupéré. Le

milieu SSC 30s contient les molécules libres résiduelles des CE en prolifération (la

flasque n’est pas lavée au PBS avant la production du milieu conditionné) et les

molécules libérées par les CEh en carence de sérum pour 30 secondes. Ce milieu est

conditionné puisque contrairement au milieu sans sérum frais, il a été incubé avec des

cellules endothéliales pendant 30 secondes ce qui consiste en un conditionnement.

Pour le milieu sans sérum conditionné par des CEh en stress apoptotique, 25m1 de

milieu RPMI- 1640 sans sérum sont incubés sur les cellules pendant quatre heures

(SSC4h). Le SSC 4h contient les molécules libérées par les CEh en carence de sérum.

Pour produire du SSC-ZVAD, les CEh sont pré-incubées pendant 2 heures leur

milieu normal (EGM) dans lequel est ajouté soit lOOiiM de Benzyloxycarbonyl-Val

Ala-Asp (OMe) fluoromethylketone (z-VAD-fmk, inhibiteur irréversible pan

caspase), soit une quantité équivalente de diméthylsulfoxide (DM$O). Lorsque la

pré-incubation est terminée, ce milieu est récupéré, puis du milieu RPMI- 1640 sans

sérum est conditionné pendant 4 heures par ces CEh. Le SSC-ZVAD contient les

molécules libérées de façon indépendantes de l’activation des caspases par des CEh

en carence de sérum, donc sous un stress apoptotique. Les milieux SSC sont aliquotés

et congelés à -20°C entre chaque utilisation. La période de congélation n’a jamais

excédé plus de 6 mois. Les aliquots subissent des rondes de décongélation et

congélation, mais l’activité des milieux SSC n’est pas affectée avant que l’aliquot soit

terminé.
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2.3- Détermination de ta viabilité et de la prolfération

La viabilité cellulaire est déterminée en utilisant une solution de cristal violet 0.75%

(p/v) (EM Diagnostic $ystem, Gibbstown, NJ, USA) dans l’acide acétique 30%

(Anachemia, Rousses Point, NY, USA)431’432. Les cellules sont déposées dans des

plaques de 96 puits et exposées à 1 00tl de milieu composé de différentes conditions

expérimentales. Lorsque la période d’incubation est terminée, 1 Opi de la solution de

cristal violet 0.75% / acide acétique 30% est ajouté par puits pour 10 minutes. La

plaque est ensuite lavée à l’eau, séchée et l’absorbance de chaque puits, qui est

proportionnelle à la quantité de cellules viables, est déterminée à 550 nm avec un

appareil AM OPSYS MR Dynex Technology Microplate Reader.

La mesure de l’incorporation de BrdU lors de la synthèse de l’ADN se fait sur des

CMLr sous-confluentes en utilisant l’essai colorimétrique «Ceil Proliferation FUSA

432
BrdU» de Roche Diagnostics (Indianapohs, IN, USA) . Les cellules a 50/ de

confluence sont soumises à différentes conditions dans des plaques de 96 puits. 4

heures avant la fin de la période d’incubation, 1 tl de la solution de BrdU l000x

(1 OmM 5-bromo-2’-deoxyuridine dans du PBS, pH 7.4) est ajouté à chacun des puits

contenant lOOpi de milieu. Une fois la période d’incubation terminée, la plaque est

vidée et 200pi de FixDenat sont ajoutés pour 30 minutes. Les cellules fixées sont

ensuite incubées avec lOOpi de la solution contenant l’anticorps anti-BrdU conjugué

à la peroxydase (Anticorps monoclonal provenant de cellules de souris hybrides,

clone BMG 6H8, fab fragments, dilué 1/100 avec la solution de dilution de

l’anticorps) pendant 1 heure. Après trois lavages avec 200pi de tampon de lavage



50

dilué 1/10 (P3S), lOOiil de la solution de substrat sont ajoutés par puits pour 15

minutes. La réaction est arrêtée par l’ajout de 25il de H2S04 1M, puis la plaque est

agitée pendant 1 minute à 300rpm. L’absorbance de chaque puits, qui est

proportionnelle à l’incorporation de BrdU, est déterminée à 450 nm avec un appareil

AM OPSYS MR Dynex Technology Microplate Reader.

2.4- Évaluation de l’apoptose par microscopie defluorescence.

Le niveau d’apoptose est évalué par une méthode de microscopie par fluorescence de

CMLr non-fixées/non-perméabilisées, colorées avec le Hoechst 33342 (2’-(4-

éthoxyphényl)-5-(4-méthyl- 1 -piperazinyl)-2 .5’ -bi-1 H-benzimidazole) (Ho) et avec de

l’iodure de propidium (Pi) (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) tel que décrit dans

les travaux précédents publiés par le laboratoire432434. Il a été démontré que cette

technique différencie avec exactitude les cellules en apoptose précoce, tardive et en

nécrose primaire et est plus précise pour l’évaluation de l’apoptose que l’essai

TUNEL432434. Brièvement, les CMLr prolifèrent jusqu’à confluence dans une plaque

de 24 puits. Suite à l’exposition aux différentes conditions, les cellules sont incubées

avec le Ho (lug/ml) pendant 10 minutes à 37°C. Ensuite, les cellules sont lavées au

P35, puis du PBS contenant du Pi (5ug/ml) est ajouté avant de procéder à l’analyse

par microscopie de fluorescence (filtre d’excitation 2: 360-425nm). Le pourcentage

de cellules normales, apoptotiques et nécrotiques adhérées est déterminé par un

évaluateur aveugle aux conditions expérimentales. Les cellules viables montrent un

noyau et une morphologie cytoplasmique normale et sont colorées en bleu. Les

cellules apoptotiques sont caractérisées par une condensation nucléaire et conservent
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leur intégrité membranaire. La condensation de la chromatine est associée à une

coloration au Ho plus intense, alors que la conservation de l’intégrité membranaire

exclue la coloration au Pi. Les cellules nécrotiques sont caractérisées par une

augmentation du volume cellulaire et une perte de la perméabilité membranaire, donc

le Pi peut colorer ces cellules nécrotiques en rouge.

2.5- Analyse du cycle cellulaire

Les cellules sont lavées au PBS, trypsinisées et récupérées dans un tube contenant le

milieu dans lequel les cellules ont été exposées. Les tubes sont centrifugés pendant 10

minutes à 1000g et resuspendues dans lml de PBS/EDTA 1.1%. (Etylenediamine

tetraacetic acid). Ensuite, les cellules sont fixées par l’ajout de 4ml d’éthanol 100%

froid (Les alcools de commerce mc, Brampton, ON, CA). Après le lavage du culot

(PBS/EDIA 1.1%), les sont resuspendues dans 375ji1 d’une solution de sodium

citrate 1.12% contenant 0.Smg/ml de Rnase A et sont incubées à 37°C pendant 30

minutes. Le Pi est ajouté à la concentration finale de 0.OSmg/ml dans un volume de

Le pourcentage de la population cellulaire dans chaque phase du cycle

cellulaire est déterminé en fonction du contenu d’ADN en utilisant un cytomètre de

flux FACScan équipé avec le logiciel Ceilfit (Beckton Dickinson).

2.6- Iminuitobuvardage pour p53, p21, cydllne E et actine

Une fois les cellules traitées, lavées au PBS, trypsinisées, elles sont récupérées dans

des tubes pour une centrifugation de 10 minutes à 1000g à 4°C. Ensuite, les cellules
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sont lavées une fois au PBS, resuspendues et transférées dans un eppendorf avec le

tampon de lyse RIPA (l5OmM NaCI, 5mM EDTA, 5OmM Tris

(Tris(hydroxymethyl)-aminomethane)-HC1, 0.1% SDS (sodium dodécyl sulfate)

(PIERCE, Rockford, IL, USA), 0.1% sodium deoxycholate (Biochemical, Poole,

England), 1% Igepal, pH8.0) contenant des inhibiteurs de protéases (0.O4mg/ml

aprotinine, 0.Olmg/ml leupeptine et 0.1% phenylmethylsulfonyl fluoride) et de

phosphatases (lmM sodium orthovanadate et 2jig/ml NaF)436. Après sonication de

30 secondes sur glace, les échantillons sont déposés sur glace pour 1 heure,

centrifugés à 14 000rpm pendant 20 minutes à 4°C. Le dosage des protéines du

surnageant se fait par la méthode de l’acide bicinchoninic (BCA) selon le protocole

fourni (PIERCE, Rockford, IL, USA). 5jiL de chaque extrait protéique sont dilués

dans 95jil d’eau, puis 2m1 d’un mélange 50 :1 de la solution A (sodium carbonate,

sodium bicarbonate, bicinchonic acid, sodium tartrate dans 0. 1M sodium hydroxyde)

avec la solution B (4% cupric sulfate) sont ajoutés pour une incubation de 30 minutes

à 37°C. La mesure d’absorbance, qui est proportionnelle à la quantité de protéines, de

chaque échantillon se fait à 562nm sur un spectrophotomètre DU 200 BECKMAN

COULTER.

Les échantillons contenant de 50 à 1 00ig de protéines sont séparés par électrophorèse

SDS-PAGE ayant un gel de concentration de 3.5% (3.5% acrylamide, 0.09% Bis

N,N ‘-Methylene-bis-acrylamide (Bio-Rad, Hercules, Ca, USA), 0.23M Tris-HCI

pH6.8, 0.1% $DS, 0.9% ammonium persulfate, 0.2% TEMED (NNN’N’

tetramethylethylenediamine)) et un gel de séparation de 12% (12% acrylamide,
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0.32% bisacrylamide, 0.75M Tris-HCI pH$.8, 1% SD$, 0.03% ammonium persulfate,

0.06% TEMED). L’électrophorèse se fait avec l’appareil Bio-Rad Mini Protean 3

System à 4OmA par gel pendant environ 2 heures 30 minutes dans le tampon

d’électrophorèse (1.5% Glycine, 0.3% Tris pH$.3). Les gels sont transférés sur une

membrane de nitrocellulose (Millipore, Bedford, MA, USA) avec l’appareil Bio-Rad

Mini Protean 3 System dans le tampon de transfert (20% méthanol, 0.3% Tris, 1.44%

glycine) à 30v pendant la nuit à 4°C. La membrane de nitrocellulose est bloquée avec

une solution de 13$ (2OmM Tris pH7.5, 0.5M NaCÏ) contenant 5% (p/v) de lait

(Nestlé, North York, ON, CA) pendant 1 heure à la température ambiante. Ensuite,

les membranes sont incubées pour une période de 16h à 4°C avec une solution

TBS/laitl%/1:1000 thimerosal contenant l’anticorps monoclonal approprié (1:2500

anti-p53 de souris (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Ca, USA). 1.5tg/ml anti

p21 de souris (BD Biosciences Pharmingen, Mississauga, ON, CA), 1,0 %g/ml anti

cycline E de lapin (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, USA), 5ig/ml anti

actine de souris (Cederlane, Hornby, ON, CA). Les membranes sont lavées 3 fois 5

minutes suivi d’une heure avec du TB$ contenant 0.05% de Tween 20. Ensuite, les

membranes sont exposées à l’anticorps secondaire dilué 1 :2000 dans une solution

TBS/lait 1%, soit l’anti-1g souris de chèvre, soit l’anti-1g lapin de chèvre tous deux

étant conjugués à la HRP (horseradish peroxydase) (Biosource, Camarillo, CA,

USA). Les membranes sont lavées 3 fois 5 minutes suivi d’une heure avec du TBS

contenant 0.05% de Tween 20. finalement, les protéines reconnues par les anticorps

sont révélées à l’aide du kit Lumi-Light PLUS Western blotting substrate (Roche

Diagnostics, Indianapolis, IN, USA), suite à l’exposition des membranes à un film
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Hyperfiim ECL (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, England). L’intensité

relative de chaque bande correspondant à la protéine à l’étude est obtenue avec le

alpha4mager 2000 Documentation & Analysis System.

2.7- Caractérisation desfacteurs libérés par tes CE en carence de sérum

750 mL de milieu sans sérum conditionné pendant 4 heures par des cellules

endothéliales en stress apoptotique a été concentré par une ultrafiltration sur 2

membranes Amicon ayant une limite de 1 kDa et 1 OkDa. La fraction bioactive a été

dialysée et mise sur une colonne FPLC à échange d’anions MonoQ et éluée avec un

gradient 0-0.5M de NaC1 dans un tampon SmM Phosphate de Sodium, pH7.5. 46

fractions de 2m1 ont été récupérées. Un aliquot de chaque fraction a été dilué 1 :10

dans du RPMI-1640 et exposé en culture aux CMLr avec les contrôles appropriés

correspondant à une fraction du milieu conditionné obtenue à chacune des étapes du

processus de séparation. L’activité biologique sur les CMLr a été d’abord quantifiée

en cristal violet, puis en BrdU. Les fractions ont été analysées par SDSPAGE en

utilisant un gel de concentration de 3.5% et de séparation de 12% et coloré par une

méthode de coloration à l’argent compatible avec l’analyse par spectrométrie de

masse. Le gel est fixé pendant 30 minutes dans une solution 50%méthanol/10% acide

acétique suivi d’une incubation dans une solution 50%méthanol pour 15 minutes.

Ensuite, le gel est lavé 3 fois pendant 5 minutes avec de l’eau, puis sensibilisé dans

une solution 0.2g/l de sodium thiosulfate pendant Iminute. Le gel est lavé 2 fois à

l’eau pendant 1 minute, ensuite le gel est coloré avec une solution 2g/l de nitrate

d’argent (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, USA). Le gel coloré est lavé 2 fois à l’eau
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pendant 1 minute, puis développé avec 2 à 3 incubations de 3 à 5 minutes dans une

solution de sodium carbonate anhydre 30g/l et la réaction est arrêtée avec une

solution 5% d’acide acétique pendant 10 minutes. Finalement, le gel est lavé 2 fois à

l’eau pendant 1 minute. Les bandes de protéines retrouvées dans les fractions

bioactives sont excisées, digérées par la trypsine et soumises à l’analyse par

spectromètre de masse (MS) utilisant un LC-MS-MS sur un instrument

quadrupole/time-of-flight (micromass Q-TOF II). L’identification des protéines a été

possible grâce à la base de données NCBI Mascot (Matrix Science, London, UK).

2.8- Réactjfs

La solution de gélatine 1%, le Hoeschst 33342, le EDTA, l’Igepal, l’aprotinine, le

Naf. le Thimerosal, le phosphate de sodium et le DMSO proviennent de Sigma

(Oakville, ON, CA). Les milieux de culture D-MEM F-12 et RPMI-1640, le sérum de

bovin foetal, les solutions de PBS pH7.2 1OX, Trypsine-EDTA, et la glycine

proviennent de Gibco (Grand Island, NY, USA). La Rnase A et l’acrylamide sont

commandés chez Roche Diagnostics (Indianapolis, IN, USA). Le FI2SO4, le NaC1, le

Tween 20, le sodium thiosulfate, le sodium carbonate anhydre proviennent de Fisher

(Nepean, ON, CA). Le sodium citrate et le méthanol de LAB MAT (Montréal. Qc,

CA), tandis que le Tris et Iris-HCI de ACP (Montréal, Qc, CA). La leupeptine, le

sodium orthovanadate et le phenylmethylsulfonyl fluoride proviennent de

Calbiochem (San Diego, CA, USA). L’ammonium persulfate et le TEMED

proviennent de LKB-Produkter A3, Bromma Suède).



2.9- Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés en moyenne +1- l’écart-type divisé par la racine carré du

nombre de données. Les données sont analysées en utilisant le test T de Student. Lors

de multiples comparaisons, les données sont corrigées par la méthode de Bonferroni.

Une valeur de p < 0.05 est considérée comme une différence statistiquement

significative entre un groupe de moyennes.
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3- RÉSULTATS
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Avant-propos

Avant d’entreprendre la présentation des résultats, je vais résumer la contribution

des membres du laboratoire à l’obtention de ces résultats. Les expériences en

microscopie de fluorescence pour déterminer les niveaux d’apoptose selon différentes

conditions ont été effectuées par Marc-André Raymond et j ‘ai collaboré à chacune

d’entre-elles (figure . 7A, 8 et ]43j J’ai déterminé les niveaux de prolifération par

Ï ‘incoiporation de BrdU (Figure: 73, 9, 13, 14A, 15 et 16) et fait l’étude par

cytoinétrie de flux (Figure : 10). J’ai fait les expériences d’iinmunobuvardage de p21,

actine et cycline E dans les CMLr et CMLh (Figure 11, 123), alors que Marc

André Raymond afaitp53 et actine dans les CMLh (Figure: 12Af Le fractionnement

du milieu SSC4h (Figure: 14A et 154), le SDS-FAGE des fractions et l’analyse ait

spectromètre de masse ont été faits en collaboration avec le laboratoire du Dr

Pshezhetsky. Normand Vigneault a fait 1 ‘analyse par cristal violet de 1 ‘activité

protectrice des différentes fractions du SSC (Figure 1 4A). Dans tous les cas, la

production des différents milieux SSC a été effectuée par Marc-A ndré Raymond.
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3.1- LA LIBÉRATION DE MÉDIA TEURS PAR LES CE SOUMISES À UN

STRESS APOPTOTIQUE

3.1.1- Effet anti-apoptotique sur les CML

Des résultats obtenues par le laboratoire suggèrent que l’induction d’un stress

apoptotique sur des CE a un effet sur l’homéostasie des cellules voisines. Ces

résultats montrent que les CE libèrent des médiateurs à la suite d’un stress

apoptotique. Ces médiateurs ont pour effet l’augmentation de la prolifération et le

développement de la résistance à l’apoptose des CE432. L’exposition des CE à un

stress apoptotique provoque l’activation d’une voie autocrine ayant un effet sur

l’homéostasie des CE voisines. Selon l’hypothèse mentionnée, les médiateurs libérés

par les CE auraient un effet sur les autres cellules de la paroi vasculaire, dont les

CML. Pour vérifier cette hypothèse, des cellules endothéliales de veines ombilicales

d’humain (CEh) ont été soumises à un stress apoptotique pendant 4 heures. Ensuite,

ce milieu sans sérum conditionné (SSC4h) est récupéré. D’après les résultats

précédents, le milieu SSC4h contient les molécules libérées par les CEh en réponse

au stress apoptotique 432,437 Dans le présent projet, il s’agissait de déterminer si le

SSC4h avait la capacité de mimer les conditions qui induisent la formation de la

néointima, soit le développement de la résistance à l’apoptose et/ou une augmentation

de la prolifération des CML. Pour ce faire, des CML d’aorte de rat (CMLr) sont

exposées au SSC4h, pendant 8 à 24h et sont comparées à des CMLr dans un milieu

sans sérum (SS) frais. Dans la figure 7A, les CMLr exposées à du milieu 5$ frais ont

un pourcentage d’apoptose nettement supérieur aux cellules dans leur milieu normal

(N). L’exposition des CMLr à du milieu SSC4h induit une résistance à l’apoptose,

donc une diminution du pourcentage de mort cellulaire programmée, par rapport aux



cellules en présence du milieu SS frais. Les CEh ont libéré dans le milieu SSC4h des

la carence de sérum.
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molécules capables d’induire une protection contre l’apoptose aux CMLr soumises à
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figure 7: A: L’activité anti-apoptotique du milieu SSC4h. Les CMLr sont exposées pendant 24 heures

à du milieu normal (N), du milieu sans sérum (SS) ou du milieu sans sérum conditionné pendant 4

heures par des CEh en carence de sérum (SSC4h). Le pourcentage de cellules apoptotiques est évalué

par microscopie avec une coloration avec le Hoeschst 33342 et l’iodure de propidium. *p <0.01 vs SS,

n? 4. B: Détermination de l’activité pro-proliférative du milieu SSC4h. Le niveau de prolifération des

cellules est évalué par l’incorporation de BrdU dans les CMLr exposées aux milieux SS ou SSC4h

pour une période de 24 heures. *p <vs SS, n = 8.

3.1.2- Effet pro-prolifératf sur les CML

Pour déterminer si le SSC4h a aussi un effet sur la prolifération des CML, une

expérience d’incorporation du BrdU a permis d’évaluer le niveau de prolifération des
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cellules dans différentes conditions (Figure 7B). Les CMLr en présence de milieu

SSC4h ont un niveau de prolifération supérieur au CMLr dans le milieu SS.

3.1.3- La libération caspase-dépendante des médiateurs anti-apoptotiques par les CE

en carence de sérum

Pour déterminer l’état métabolique (CE vivantes ou CE en stress apoptotique)

nécessaire aux CE pour relâcher les médiateurs, différentes expériences ont été

effectuées. Afin de vérifier si l’activation des caspases était nécessaire aux CE pour

permettre la libération des médiateurs, un inhibiteur pan-caspase, z-VAD-fmk, a été

utilisé. Les CEh ont été préincubées, pendant 2 heures, dans le milieu N contenant

lOO1iM de z-VAD-fmk ou son véhicule, le DMSO. Le milieu de pré-incubation a été

retiré, puis du milieu sans sérum a été conditionné pendant 4 heures par ces CEh dont

l’activité des caspases est inhibée. L’activité anti-apoptotique de ces milieux

conditionnés (SSC+ZVAD, SSC+DMSO) a été vérifiée sur les CMLr (figure 8). Les

CMLr exposées au milieu S$C+ZVAD n’ont pas de résistance à l’apoptose tout

comme les cellules exposées au milieu SS. La pré-incubation des CEh avec le DMSO

n’a pas eu d’effet significatif sur l’effet anti-apoptotique du milieu SSC4h sur les

CMLr. L’inhibition de l’activité des caspases dans les CEh empêche la libération de

médiateurs anti-apoptotiques actifs sur les CMLr. L’activation des caspases est

nécessaire à la relâche de médiateurs anti-apoptotiques par les CEh en carence de

sérum.
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Figure 8: Effet de l’activation des caspases sur la libération des facteurs anti-apoptotiques par les CEh

en carence de sérum. Les CMLr sont exposées pendant 24 heures à du milieu SS, SSC4h, SSC+ZVAD

(des CEh sont pré-incubées dans du milieu normal contenant 100tM de z-VAD-fmk pendant 2 heures,

puis du SSC4h est produit sur ces cellules dont les caspases sont inhibées) ou du SSC+DMSO (même

principe que le SSC+ZVAD, mais pré-incubation de 2 heures des CEh avec le véhicule du z-VAD

fink, soit le DMSO). Le pourcentage de cellules apoptotiques est évalué en microscopie avec une

coloration avec le Hoeschst 33342 et l’iodure de propidium. *p <0.01 vs SS, n? 4.

3.1.4- La libération caspases-indépendante des médiateurs pro-prolfératfs par les

CE en carence de sérum

Pour vérifier si l’activation des caspases dans les CEh soumises a un stress

apoptotique est nécessaire à la libération de médiateurs pro-prolifératifs, les mêmes

conditions que précédemment, soit les milieux $S, SSC4h, SSC+ZVAD et

SSC+DMSO, ont été utilisées. Les niveaux de prolifération des CMLr sont comparés

par l’incorporation de BrdU (Figure 9). Les niveaux de prolifération des CMLr en
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présence de milieux SSC4h, SSC+ZVAD ou SSC+DMSO sont comparables et tous

significativement supérieurs au niveau de prolifération des CMLr en carence de

sérum. Donc, la libération, par les CEh en carence de sérum, de médiateurs pro

prolifératifs est indépendante de l’activation des caspases.

3.1.5- Le stress apoptotique induit aux CE est requis à la libération des médiateurs

pro-proÏfératifs

Pour vérifier si le stress apoptotique était requis pour la libération des médiateurs par

les CEh, un milieu sans sérum conditionné pendant 30 secondes par des CEh

(SSC3O5) a été produit. L’avantage du SSC3Os est qu’il a subit le même traitement

que le SSC4h, il consiste en du milieu sans sérum mis en présence de CEh. Ainsi, le

S$C30s contient des résidus de CE en prolifération se retrouvant dans la flasque et/ou

des résidus relâchés par les CE en présence du milieu SS pendant 30 secondes, alors

que le SSC4h contient, en plus, des molécules libérées par des CE soumises à la

carence en sérum pendant 4 heures. Dans la figure 9, les CMLr exposées au milieu

SSC4h ont une prolifération significativement plus grande que les CMLr dans le

milieu SSC3Os. Il est à noter que les CMLr dans le milieu SSC3Os prolifèrent

significativement plus que les CMLr dans du milieu $S. Le SSC3Os contient des

molécules qui se retrouvait dans la flasque et/ou des molécules libérées par les CE

permettant une augmentation de la prolifération des CMLr en présence de milieu

S$C30s par rapport aux CMLr dans le milieu SS. Néanmoins, il est important de

souligner que le milieu $SC4h contient des médiateurs supplémentaires libérés par

les CE sous un stress apoptotique et ces médiateurs apportent un effet prolifératif
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supplémentaire au milieu SSC4h par rapport au milieu SSC3Os. Les CE requièrent un

stress apoptotique pour libérer des médiateurs pro-prolifératifs supplémentaires. De

plus, cette libération des médiateurs pro-prolifératifs par les CE en carence de sérum

est indépendante de l’activation des caspases, ce qui implique que la libération des

médiateurs pro-prolifératifs est un processus déclenché en amont de l’activation des

caspases ou bien par un processus de mort cellulaire programmée indépendant des

caspases.
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Figure 9; Effet de l’activation des caspases sur la libération des facteurs pro-prolifératifs par les CEh

en carence de sérum. Les CMLr sont exposées pendant 24 heures à du milieu SS, SSC4h, SSC+ZVAD

(des CEh sont pré-incubées dans du milieu normal contenant lOOp.M de z-VAD-fmk pendant 2 heures,

puis le SSC4h est produit sur ces cellules dont les caspases sont inhibées), du SSC±DMSO (même

principe que le SSC+ZVAD, mais les CEh sont pré-incubées avec le véhicule du z-VAD-frnk, soit le

DMSO) ou du milieu sans sérum conditionné pendant 30s par des CEh (SSC3O5). Le niveau de

prolifération est évalué selon le pourcentage d’incorporation de BrdU par les CMLr dans les

différentes conditions. *p < 0.01 vs SS, #p< 0.01 vs SSC 30s, n? 8.

#
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3.2- LA RÉGULATION MOLÉCULAIRE DE LA RÉPONSE PROLIFÉRA TIVE

3.2.1- Le milieu SSC4h contre Ï ‘arrêt en G] des CML en carence de sérum

Il est bien connu que la carence de sérum induit un arrêt en phase Gi des

cellules438’439. Suite à l’exposition des CMLr au milieu N, 55 ou $SC4h pendant 16

heures, les cellules sont perméabilisées pour permettre la coloration de l’ADN à

l’iodure de propidium. Ensuite, par cytomérie de flux, les cellules sont cataloguées

selon leur quantité d’ADN. Dans la figure 10, le graphique A montre le patron du

cycle cellulaire représentatif d’une population de CMLr dans un milieu N. Lorsque

les CMLr dans un milieu S$ sont comparées aux CMLr dans un milieu N, une

augmentation de la fraction de population de la phase sous GO est observée. La phase

sous GO correspond aux corps apoptotiques. Aussi, la proportion des CMLr dans la

phase GI augmente dans la population en carence de sérum par rapport à la

population de CMLr en milieu normal. Ces résultats démontrent un arrêt des cellules

en Gi lorsque les CMLr sont exposées au milieu $$. Les niveaux de CMLr dans les

phases S et G2/M ont diminués, donc moins de cellules ont la capacité de passer la

barrière en Gi pour poursuivre leur cycle cellulaire. L’arrêt en Gi est significatif à 16

heures, donc avant l’atteinte d’un niveau d’apoptose significatif qui est à 24 heures.

En temps normal, in vivo, les CML se retrouvent sous une forme statique dans la

phase GO/Gl, comme lorsqu’il y a une carence de sérum. Pour pouvoir proliférer

dans la néointima, les CML doivent être capable de surpasser l’arrêt en Gi avec

l’aide des signaux de l’environnement. Les CMLr exposées au milieu SSC4h

retrouvent un patron de cycle cellulaire similaire aux CMLr en milieu N. Il n’y pas

d’accumulation de cellules dans la phase Gi des CMLr exposées au milieu SSC4h

par rapport au milieu 55. Les proportions de la population cellulaire dans les phases S
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et G2/M des CMLr en présence de SSC4h sont similaires à celles retrouvées dans une

population de cellules exposées à du milieu N. Le milieu sans sérum induit un arrêt

en Gi dans les CMLr, alors que les médiateurs contenus dans le milieu SSC4h

permettent de contrer cet arrêt en Gi. Selon ces résultats, le SSC4h contient des

médiateurs qui permettent aux CMLr d’outrepasser un arrêt en Gi.

3.2.2- Certains acteurs de l’arrêt en G].

Selon la littérature, l’arrêt en Gi induit par la carence de sérum a lieu en réponse à

une augmentation de p53 402 et p21 402,403 et une diminution de cycline E 405 (d’autres

facteurs sont impliqués, mais ne seront pas abordés). Par des expériences

d’immunobuvardage, les niveaux protéiques de facteurs impliqués dans l’arrêt en Gi

qui pourraient répondre aux médiateurs du milieu S$C4h pour permettre de contrer

l’arrêt en Gl ont été vérifiés.

Dans la figure liA, il y a une accumulation de p21 dans les CMLr exposées pendant

8 heures à la carence de sérum par rapport aux CMLr dans un milieu N. Par contre,

les CMLr dans le milieu SSC4h ont un niveau de p21 significativement plus bas que

dans les CMLr exposées au milieu 5$.
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Figure 10: Patron du cycle cellutaire. Selon la quantité d’ADN, la phase du cycle cellulaire, dans

laquelle une cellule se retrouve, est déterminée par cytométrie de flux avec l’incorporation d’iodure de

propidium. Les cellules dans la phase sous GO ont un contenu d’ADN n<l qui correspond à des corps

apoptotiques. Les cellules de la phase GO/G1 ont un contenu d’ADN n=l, alors que les cellules de la

phase S entame le processus de synthèse d’ADN et leur contenu est l<n<2. Les cellules de la phase

G2/M ont doublé leur contenu d’ADN (n=2) et s’apprêtent à se diviser en deux cellules filles. Les

CMLr sont incubées pendant 24 heures dans les milieux N (A), SS (B) ou SSC4h (C). Les cellules sont

perméabilisées pour permettre la coloration de l’ADN à l’iodure de propidium, puis les CMLr sont

évaluées par cylométrie de flux.

G2/M
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Une autre protéine impliquée dans l’arrêt en Gi, la cycline E, qui lorsqu’à de bas

niveaux ne permet pas à la cellule de faire la transition de la phase GuS (Figure

11B). Dans les CMLr exposées au milieu SS, pendant 30 minutes, le niveau de

cycline E est bas ce qui démontre une réponse rapide et probablement indépendante

de la transcription. Le niveau de cycline E dans les CMLr exposées au milieu SSC4h

montre que la cycline E s’accumule en comparaison au niveau de cycline E dans les

CMLr exposées au milieu SS.
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Figure 11: Niveaux protéiques, déterminés par immunobuvardage, de p21 et cycline E dans les CMLr

exposées pendant 30 minutes ou 8 heures à du milieu normal (N), sans sérum (SS) ou sans sérum

conditionné pendant 4 heures par des CE en carence de sérum (SSC4h). Les valeurs obtenues par

densitométrie sont normalisées selon la valeur de l’actine de chaque condition (N cycline E! N actine),

ensuite les données de chaque membrane sont normalisées selon la valeur obtenue dans le milieu N qui

équivaut à 1 {(SS cycline E/ SS actine)! (N cycline E/ N actine)}. A: Photo d’une membrane incubée
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avec l’anticorps anti-p2 1 et anti-actine qui est représentative des résultats obtenus dans le graphique

suivant la photo. Le niveau protéique de p21 diminue dans les CMLr exposées au milieu SSC4h

pendant 8 heures par rapport aux cellules exposées au milieu N. *p<O.05 vs SS, n=5. B: Photo d’une

membrane incubée avec l’anticorps anti-cycline E et anti-actine qui est représentative des résultats

obtenus dans le graphique suivant la photo. Une augmentation du niveau de protéine de cycline E dans

les CMLr exposées au SSC4h pendant 30 minutes en comparaison aux cellules exposées au SS.

*p<O.05 vs SS n=5.

Puisque les CMLr sont une lignée cellulaire immortalisée, elles sont plus facile à

manipuler et à long terme sont moins dispendieuses. Par contre, ces cellules

transformées ont de bas niveaux de p53 et cette protéine devient indétectable par

immunobuvardage. Dans le laboratoire, il s’est avéré nécessaire de tester le système

sur des cellules primaires, les CML d’aorte humaine (CMLh), alors ces cellules ont

été utilisées pour déterminer les niveaux de p53 par immunobuvardage.

Dans la figure 12A, une accumulation de p53 est observée dans les CMLh dans un

milieu SS par rapport aux CMLh exposées au milieu N. Les CMLh doivent être

exposées pendant 48 heures aux différentes conditions pour obtenir une réponse

significative, alors il est impossible d’étudier la chronologie des événements en

comparant les deux types cellulaires. Dans les CMLh exposées au milieu SSC4h, il y

a une diminution de p53 par rapport au niveau de p53 dans les CMLh exposées au

milieu $S.
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Figure 12: Niveaux protéiques, déterminés par immunobuvardage, de p53 et p21 dans les CMLh

exposées pendant 48 heures à du milieu normal (N), sans sérum (SS) ou sans sérum conditionné

pendant 4 heures par des CE en carence de sérum (SSC4h). Les valeurs obtenues par densitométrie

sont normalisées selon la valeur de l’actine de chaque condition (N cycline E! N actine), ensuite les

données de chaque membrane sont normalisées selon la valeur obtenue dans le milieu N qui équivaut à

1 {(SS cycline E! SS actine)! (N cycline E! N actine)}. A: Photo d’une membrane incubée avec

l’anticorps anti-p53 et anti-actine qui est représentative des résultats obtenus dans le graphique suivant

la photo. Une diminution du niveau de protéine de p53 dans les CMLh exposée au SSC4h pendant 48

heures en comparaison aux cellules exposées au SS. *p<O.05 vs SS, n=3. B: Photo d’une membrane

incubée avec l’anticorps anti-p21 et anti-actine qui est représentative des résultats obtenus dans le

graphique suivant la photo. Une diminution du niveau de protéine de p21 dans les CMLh exposée au

SSC4h pendant 48 heures en comparaison aux cellules exposées au SS. Ces résultats sont

représentatifs de deux expériences indépendantes.
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Les niveaux de p21 augmentent dans les CMLh en carence de sérum par rapport aux

CMLh dans un milieu N. Dans les CMLh exposées au milieu SSC4h, le niveau

protéique de p21 a tendance à diminuer dans les CMLh soumises à la carence de

sérum (figure 12B), mais des expériences supplémentaires sont requises pour obtenir

une confirmation. Les niveaux protéiques de p53 et de p21 sont bas dans les CMLh

exposées au milieu N. Pour que les cellules prolifèrent, les niveaux de p53 et p21

doivent être bas, la quantité de p53 et de p21 est inversement proportionnelle à la

prolifération. Les CML exposées au milieu SSC4h sont capable de contrer l’arrêt en

G1, entre autre par une diminution de leur niveau protéique de p53, p21 et une

augmentation de cycline E ce qui permet aux cellules de poursuivre leur progression

dans le cycle cellulaire. Tout comme lors de l’épaississement néointimal où les

niveaux de p53 et de p21 sont bas, alors que le niveau de cycline E est augmenté.

3.2.3- La prolfération des CML induite par $SC4h est PKC- et ERK 1/2-dépendante

Le laboratoire a déjà démontré que l’activation de ERK 1/2 était requise pour le

développement de la résistance à l’apoptose des CML exposées au milieu S$C4h.

Également, les travaux démontrait que la phosphorylation de ERK 1/2 qui permet

leur activation est rapide et soutenue437.

La ou les voies de signalisation activée(s) par les molécules pro-prolifératives

relâchées par les CEh soumises à un stress apoptotique restaient à être déterminée(s).

L’activité du milieu SSC4h est testée en présence ou en absence d’inhibiteur de voies

de signalisation au niveau de l’effet prolifératif par l’incorporation de BrdU (figure
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13). L’ajout de DMSO, le véhicule des inhibiteurs n’a pas d’effet sur la prolifération

des CMLr en présence de SS. Les inhibiteurs de PKC (Calphostin C) et de ERK 1/2

(PD9$059) n’ont pas d’effet sur les CMLr dans le milieu SS. L’ajout de DMSO dans

le SSC4h n’apporte pas d’effet aux cellules. Par contre, l’ajout de Caiphostin C ou de

PD98059, bloque l’activité de prolifération transmise par les médiateurs contenus

dans le SSC4h. Ces résultats suggèrent que l’effet prolifératif du SSC4h sur les CMLr

est PKC- et/ou ERK 1/2-dépendant.
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Figure 13: Détermination de la voie de signalisation pro-proliférative. Pourcentage d’incorporation de

BrdU dans les CMLr en présence, pendant 24 heures, de milieu sans sérum (SS) ou sans sérum

conditionné par des CEh soumises à la carence en sérum (SSC4h) avec ou sans inhibiteurs de

différentes voies signalitiques. Le niveau de prolifération est déterminé selon le pourcentage

d’incorporation de BrdU par les CMLr dans les différentes conditions. *p < 0.05 vs SSC aucun,

!p<O.05 vs SS aucun, n=8.

3.3- LA CARACTÉRISATION DES MÉDIA TEURS LIBÉRÉS PAR LES CE

I

Ï
SSC4h

SOUMISES À LA CARENCE DE SÉRUM
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3.3.1- IdentWcation d’un médiateur anti-apoptotique

Pour tenter de caractériser les médiateurs libérés dans le SSC4h par les CE sous un

stress apoptotique, 750m1 de SSC4h ont été concentrés et fractionnés par une

ultrafiltration. La fraction concentrée, bioactive est, une fois de plus, fractionnée par

une chromatographie liquide de fast-protein (FPLC), plus précisément par une

chromatographie échangeuse d’anions forts. Pour chacune des fractions, la quantité

de protéines est évaluée par l’absorbance de lumière à une longueur d’onde de

280nm, puis l’activité de ces fractions est évaluée sur la viabilité des CMLr par

l’incorporation de cristal violet (figure 14A). Plus il y a d’incorporation de cristal

violet plus il y a de cellules vivantes. Une seule fraction a montré de l’activité sur la

viabilité des CMLr et cette fraction (# 16) a été comparée aux autres fractions selon

son patron de migration sur un $D$-PAGE coloré au nitrate d’argent437. Une bande

(—23kDa) retrouvée exclusivement dans cette fraction a été excisée et analysée par

spectrométrie de masse en tandem (M$/M$). L’analyse a permis d’identifier un

fragment du domaine V du perlecan. Le perlecan est un protéoglycan composé de 5

domaines sécrétés par, entre autres, les CE. Le fragment séquencé par M$/M$

retrouvé dans le milieu S$C est une portion en C-terminal du domaine V du perlecan.

Ce domaine contient quatre motifs EGf et un site d’ancrage pour le sulfate de

chondroïtine. Plus précisément, le fragment de 23kDa analysé contient un motif EGf

et le site d’ancrage pour le sulfate de chondroïtine. L’ajout du perlecan dans le milieu

SS n’induit pas une résistance à l’apoptose. Le fait que dans la fraction bioactive

seulement un fragment du perlecan est retrouvé suggère que la protéine native ne

médie pas la bioactivité, mais qu’une protéolyse permettrait la libération d’un

domaine cryptique en C-terminal. L’addition au SS de sulfate de chondroïtine ou
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d’un peptide synthétique ayant le motif EGf de la séquence du domaine V du

perÏecan (CQLREPCLHGGTCQGTRCLCLPGFSGPRCQQG$GHG) diminue
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significativement l’apoptose des CMLr (figure 14B).

Figure 14: Identification de molécules candidates conférant l’activité anti-apoptotique. A: L’axe de

droite: évaluation de la quantité de protéines dans chacune des fractions de la chromatographie, par

absorbance de lumière à une longueur d’onde de 2$Onm. L’axe de gauche: Évaluation de l’activité de

chacune des fractions au niveau de la viabilité cellulaire par l’incorporation de cristal violet. Les CMLr

sont incubées pendant 24 heures avec du milieu sans sérum (SS) dans lequel est diluée 1:5 la fraction à

l’étude. Seulement une fraction (#16) obtient une activité qui augmente la viabilité des CMLr en

comparaison au milieu SS. B: Étude de l’activité anti-apoptotique de molécules candidates se

retrouvant dans la fraction biologiquement active. Le pourcentage de CMLr apoptotiques exposées
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pendant 24 heures à du milieu normal (N), sans sérum (SS), sans sérum conditionné par des CEh

soumise à un stress apoptotique (SSC4h), sans sérum dans lequel a été ajouté du sulfate de

chondroïtine (SC: 60tg/ml, 125tg!ml, 250tg/ml), ou le peptide synthétique (Peptide: 0.l1g/ml,

].0ig/ml). *p<005 vs SS, n4. C: Pourcentage d’incorporation de BrdU dans les CMLr en présence,

pendant 24 heures, de milieu (SS), (SSC4h), sans sérum dans lequel a été ajouté du sulfate de

chondroïtine (SC: 601gIml, 125p.g/ml, 250tg/ml), ou te peptide synthétique (Peptide: 0.1 1g/ml,

l.0tg/mt). *p<O05 vs SS, n8.

Par contre, l’utilisation des mêmes conditions sur les CMLr, mais cette fois-ci en

mesurant l’incorporation de BrdU, démontre qu’il n’y a pas d’augmentation de la

prolifération des CMLr (figure 14C) en présence de milieu SS dans lequel ont été

ajouté le sulfate de chondroïtine et le peptide synthétique du domaine V du perlecan

ayant le motif EGF. Les médiateurs proférant une résistance à l’apoptose n’ont pas

nécessairement une activité pro-proliférative.

3.3.2- Identjfication d’un médiateur pro-pro!fératf

Puisque la mesure de la viabilité des CMLr en présence des différentes fractions de la

chromatographie a permis de trouver des médiateurs, mais que ces médiateurs

n’avaient pas d’activité proliférative, il s’est avéré nécessaire de tester l’augmentation

de la prolifération des CMLr en présence des différentes fractions par l’incorporation

de BrdU. Contrairement à l’expérience précédente où seulement une fraction avait

une activité bioactive, dans ce cas-ci, les fractions 13 à 17 étaient bioactives (Figure

iSA). Certains candidats se retrouvant dans des bandes du SDS-PAGE qui se

retrouvaient dans les fractions 13 à 17 ont été suggérés. La protéine liant la vitamine
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D (DBP) a été identifiée. Alors, le DBP est ajouté dans le milieu SS et son effet

prolifératif est vérifié sur les CMLr par l’incorporation de BrdU (figure 1 5B). Les

CMLr sont exposées pendant 24 heures au milieu SS additionné de DBP, il y a une

augmentation significative de la prolifération des CMLr en présence de DBP à une

concentration de 5ug/ml par rapport au milieu SS frais.

3.3.3- Fotentialisation des médiateurs

L’ajout de sulfate de chondroïtine au SS contenant du DBP potentialise l’effet

prolifératif du DB? (figure 1 5B). En effet, DBP à 5Oug/ml a un effet proliférateur

plus robuste lorsqu’il est combiné au sulfate de chondroïtine sur les CMLr. Alors que

le sulfate de chondrotine n’a pas d’effet sur la prolifération des CML en carence de

sérum.

3.3.4- La proÏfération des CML induite par DB? est ERK 1/2-dépendante

L’activité du DBP est testée en présence ou en absence de l’inhibiteur de la voie des

ERK 1/2, PD98059, au niveau de l’effet prolifératif par l’incorporation de BrdU

(figure 16). L’ajout de DMSO, le véhicule des inhibiteurs n’a pas d’effet sur la

prolifération des CMLr en présence de $S+DBP. Par contre, l’ajout de PD98059,

bloque l’activité de prolifération transmise par le DBP contenu dans le SS. Ces

résultats suggèrent que l’effet prolifératif du DBP sur les CMLr est ERK1/2-

dépendant.
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Figure 15: Identification de molécules candidates conférant l’activité pro-proliférative. A: L’axe de

droite: évaluation de la quantité de protéines dans chacune des fractions de la chromatographie, par

absorbance de lumière à une longueur d’onde de 28Onm. L’axe de gauche: Évaluation de l’activité pro

proliférative de chacune des fractions par l’incorporation de BrdU dans les CMLr. Les CMLr sont

incubées, pendant 24 heures, avec du milieu sans sérum (SS) dans lequel est diluée 1:5 la fraction à
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l’étude. Plusieurs fractions augmentent la prolifération des CMLr en comparaison au milieu sans

sérum frais. B: Étude de l’activité pro-proliférative de molécules candidates se retrouvant dans les

fractions biologiquement actives. Le pourcentage d’incorporation de BrdU par les CMLr exposées

pendant 24 heures à du milieu sans sérum (SS), sans sérum conditionné par des CEh en carence de

sérum (SSC4h), sans sérum dans lequel a été ajouté la protéine liant la vitamine D (DB?: Sjig/ml,

20ig/ml, SOug/ml) et/ou du sulfate de chondroîtine (SC: 125ug/mÏ). *p<o.o5 vs SS, #p<O.05 vs

SS±DBP5Oug/ml, n$.
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Figure 16: Détermination de la voie de signalisation pro-proliférative activée par DB?. Pourcentage

d’incorporation de BrdU dans les CMLr en présence, pendant 24 heures, de milieu sans sérum (SS)

additionné de DB? (20ug/ml) avec ou sans l’inhibiteur de la voie de ERK 1/2, PD98059. Une

concentration de lOOuM (PD100) de l’inhibiteur PD98059 est utilisée. Le niveau de prolifération est

détenuiné selon le pourcentage d’incorporation de BrdU par les CMLr dans tes différentes conditions.

*p <0.05 vs SS+DMSO, n6.
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4.1- LA LiBÉRATION DE MÉDIA TEURS PAR LES CE SOUMISES À N

STRESS APOPTOTIQUE

L’apoptose endothéliale est induite par plusieurs facteurs (hyperglycémie440442,

hypertension44345, etc.) et ceux-ci sont régulièrement associés à l’athérosclérose et

d’autres maladies vasculaires. Plusieurs études suggèrent que l’apoptose endothéliale,

la résistance à l’apoptose des CML, la prolifération des CML sont des facteurs

important menant à l’initiation de l’épaississement intimai’4”5. Par le présent projet

on tente de montrer que l’apoptose endothéliale peut avoir des effets sur

l’environnement contrairement au concept initial qui voulait que l’apoptose soit un

événement hautement régulé qui n’influence pas l’homéostasie des cellules voisines.

L’apoptose endothéliale active différentes voies paracrines dans les CML. Dans les

aimées 1970-1980 Morris J. Kamovsky proposait que les CE libéraient des

médiateurs selon l’environnement dans lequel elles se retrouvaient et ses médiateurs

induiraient différentes réponses sur les CML446. Cette théorie a été proposée, alors

que la compréhension du système vasculaire était élémentaire. Aujourd’hui avec les

avancées technologiques, les expériences tendent à confirmer cette proposition qui a

été émise il y a plus de 25 ans. Nos résultats appuient cette hypothèse proposée par

Morris J. Karnovsky voulant que les CE, selon les conditions dans lesquels elles se

retrouvent, produisent des médiateurs contrôlant les CML.

4.1.1- La carence de sérum; apoptosep53-dépendante

Différents facteurs pouvant induire biologiquement l’apoptose emprunte une voie p53

dépendante tel que les dommages à l’ADN447”8, 1’hypoxie44951, les LDL oxydés452
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l’hyperglycémie 455,456 et l’hypertension induite par l’angiotensine jj457459. C’est

pourquoi on induit l’apoptose des CEh par la carence de sérum qui emprunte aussi

une voie p53 dépendante160’461. La carence de sérum permet d’imiter différents stress

que les CE subissent provoquant l’activation de p53, de plus c’est un système simple

qui ne nécessite pas l’ajout d’un corps étranger à l’environnement des cellules.

4.1.2- SSC4h anhi-apoptotique et pro-pro!jférat[

Notre groupe a obtenu des résultats qui démontraient que la carence de sérum induit

la relâche de médiateurs par les CE en carence de sérum et que ces molécules avaient

un effet pro-prolifératif et anti-apoptotique sur les CE432. On démontre que les

médiateurs libérés déclenchent une voie paracrine qui a pour effet d’augmenter la

prolifération et la résistance à l’apoptose des CML. Les CML dans un vaisseau

normal se retrouvent dans la phase de quiescence GO462. Ceci implique que les CML

ne meurent pas ni ne prolifèrent et ne croissent pas. Les CML sont dans un

environnement limité en facteur de croissance et n’ont pas la capacité de quitter leur

forme statique. Lors de l’épaississement néointimal, les CML quittent leur

quiescence, entame un cycle cellulaire et développent une résistance à

l’apoptose25’462. On tente de déterminer ce qui déclenche le départ des CML de leur

forme statique. En temps normal, les CML diminuent leur prolifération au fur et à

mesure que l’endothélium se répare89’90. En culture cellulaire, les cellules ne sont pas

dans un état statique, mais prolifératif. La carence de sérum induit une diminution de

la prolifération en provoquant l’arrêt en Gi des cellules. Cet arrêt en Gi pourrait

correspondre au moment où les CML freinent leur prolifération pour permettre la
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diminution de la néointima et un retour au vaisseau normal réparé. Dans le cas où les

signaux sont chroniques, les CML prolifèrent continuellement et le maintient de la

résistance à l’apoptose empêche le vaisseau de retrouver sa forme initiale et on assiste

à un remodelage pathologique’. Le milieu SSC4h mime l’environnement qui permet

le départ des CML de leur forme de quiescence GO/G1 vers un stade de prolifération

et le développement d’une résistance à l’apoptose. Les résultats montrent que les

médiateurs présents dans le SSC4h ont la capacité d’activer la prolifération de même

que d’induire une résistance à l’apoptose dans les CML malgré la carence de sérum.

Les CE soumises à un stress apoptotique libèrent des molécules capables d’imiter les

effets de l’environnement des CML dans un vaisseau où il y a eu déclenchement de la

formation d’une néointima.

Des résultats obtenus par le laboratoire démontraient que du milieu normal

conditionné par des CE pendant 4 heures (NC) ne possédait pas d’activité

cytoprotectrice. Des cellules endothéliales ont été soumises à un stress apoptotique

(clivage de l’ADN par la mitomycine C) en présence de milieu N ou de milieu NC.

Ni le milieu N, ni le milieu NC ne conférait une protection contre le stress

apoptotique comme le milieu SSC4h. De plus, du milieu N contenant de la

mitomycine C conditionné pendant 4h par des CE possédait une activité

cytoprotectrice, ce qui valide l’utilisation de mitomycine C pour l’induction du stress

apoptotique. Ces résultats suggèrent que le stress apoptotique des CE est nécessaire à

la libération de facteurs ayant un effet pro-prolifératif et anti-apoptotique432.
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ci- Effet anti-apoptotique caspase-dépendant

On démontre que l’activation des caspases dans les CE est requise pour la libération

des médiateurs qui permettent le développement d’une résistance à l’apoptose dans

les CML. Les CE sont pré-incubées avec l’inhibiteur pan-caspase z-VAD-fmk (la

concentration utilisée a été démontré comme inhibant toutes les caspases463’464).

L’inhibiteur lie de façon irréversible les caspases et empêchent leur activation même

lors d’un stress apoptotique. Le z-VAD-fmk inhibe l’apoptose caspase-dépendante

dans les CE et bloque différents processus apoptotiques qui se déroulent en aval de

l’activation des caspases209’2’ 1,220-224 Les résultats suggèrent que l’activation des

caspases est requise à la libération des facteurs anti-apoptotiques par les CE. La

relâche des médiateurs anti-apoptotiques a lieu en aval de l’activation des caspases et

la mort cellulaire caspases-indépendante n’est pas suffisante pour permettre cette

libération.

b- Effet pro-proÏfératfcapase-indépendant

L’utilisation de l’inhibiteur pan-caspase a aussi permis de comprendre que les

médiateurs prolifératifs ne sont pas les mêmes que les médiateurs anti-apoptotiques et

qu’ils ne sont pas libérés par les mêmes mécanismes. En effet, puisque l’inhibition

des caspases dans les CE subissant un stress apoptotique n’a pas d’effet sur la

libération des molécules qui ont un effet pro-prolifératif sur les CML. La libération

des facteurs pro-prolifératifs par les CE sous un stress apoptotique peut avoir lieu en

amont de l’activation des caspases. Plusieurs facteurs en amont des caspases ont la

capacité de réguler des protéines tant au niveau de leur expression, leur activation,
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leur localisation ou bien leur dégradation. Des protéines de la famille des Bd-2

peuvent induire la relâche de protéines par la mitochondrie et ces protéines pourraient

avoir un effet direct ou indirect sur la libération de médiateurs pro-prolifératifs’°8’129

136 La protéine p53 peut interagir directement avec plusieurs protéines dont Bax’27,

ainsi p53 pourrait participer de près ou de loin à la libération de molécules pro

prolifératives. Une étude a démontré que malgré l’inhibition des caspases, une cellule

peut emprunter une voie alternative et entamer un processus de mort cellulaire

programmée indépendamment de l’activation des caspases. Certaines protéases

(A1f152, EndoG’58, Cathepsine226) ont la capacité de mener au clivage de quelques

substrats communs aux caspases. L’activation de ces substrats commanderait la

libération de facteurs pro-prolifératifs.

L’utilisation du $$C30s confirme que les CE sous un stress apoptotique libèrent des

médiateurs supplémentaires qui permettent une plus forte augmentation de la

prolifération des CML. En effet, puisque le milieu SSC3Os ne contenant que les

molécules résiduelles libérées par les CE en prolifération et les molécules libérées par

les CE sous un bref choc apoptotique induit une prolifération significativement plus

petite que le milieu S$C4h qui contient des molécules supplémentaires libérées par

les CE sous stress apoptotique pendant 4 heures. Lorsqu’on enlève l’endothélium, les

CML prolifèrent, ceci suggère que les CE produiraient des molécules inhibitrices du

cycle cellulaire des CML4’46. Par contre, différentes études se contredisent en

démontrant que les CE sécrètent des molécules ayant des effets inhibiteurs ou

stimulateurs sur les CML466468. Les CE statiques sécrètent-elles les mêmes molécules

que les CE apoptotiques ou prolifératives ? Ceci pourrait suggérer que les CE
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normales (SSC3Os) produisent des molécules qui ont un effet prolifératif sur les CML

parce que les CE sont dans un stade prolifératif plutôt que statique comme dans

l’endothélium. Alors que les CE sous un stress apoptotique libèrent des molécules

additionnelles ou différentes et induisent un effet prolifératif plus marqué sur les

CML. Comme il a été mentionné plus tôt, l’hypothèse de Karnovsky suggèrent que

selon les conditions dans lesquelles les CE se retrouvent elles libèrent différents

médiateurs ayant des effets divers sur les CML446.

4.1.3- Arrêt en Gi contrépar te SSC4It

Les CML quiescentes dans la média tout comme les CML qui cessent leur

prolifération une fois la réparation d’un vaisseau terminée, se retrouvent dans la

phase GO/Gl462. Les CML en carence de sérum s’arrêtent aussi dans la phase

GO/G1438’439. Les résultats montrent que le milieu SSC4h a la capacité de contrer

l’arrêt en GO/G1 induit par la carence de sérum. Il est à noter que suite à 16 heures

d’incubation dans le milieu SSC4h, la proportion de CML dans la phase GO/Gl est

significativement plus petite que dans la population des CML exposées au milieu SS

frais. Par contre, le développement de la résistance à l’apoptose n’a d’effet significatif

qu’à partir de 24 heures dans les CML exposées au médiateurs libérés par les CE

soumises à un stress apoptotique. Ces résultats proposent que les CML en présence de

SSC4h activent le cycle cellulaire, prolifèrent et, ensuite, développent une résistance

à l’apoptose.
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a- Une augmentation de la cycline E, une diminution de p53 et p2] impliquées dans

l’effet pro-proflfératfdu 8$C4h

Mes résultats suggèrent que le niveau de cycline E augmente dans les CML exposées

au milieu SSC4h par rapport aux CML exposées au milieu SS. Les CML proliférant

dans la néointima ont également un niveau de cycline E élevé, par rapport aux CML

cessant de proliférer lors de la résorption de la néojntjma88.

Les CML des vaisseaux dans leur forme statique n’exprime pas p21. Quelques heures

suivant un dommage à l’endothélium, p21 est peu exprimé dans les CML et les CML

prolifèrent pour former la néointima. En temps normal, p21 augmente

considérablement dans les CML quelques jours post-insulte, lorsque l’endothélium

est réparé. Cette augmentation de p21 a pour conséquences de freiner la prolifération

des CML et éventuellement de résorber la néointima pour aboutir à un vaisseau

réparé. Ensuite, p21 diminue et les cellules atteignent une forme statique comme dans

un vaisseau normal414. Par contre, lors du remodelage vasculaire pathologique où les

CML poursuivrent la prolifération, p21 n’est exprimé que dans les couches externes

(la média et la néointima anti-luminale) les plus éloignées des facteurs

mitogéniques428. J’ai démontré que les CML en carence de sérum ont un niveau de

p21 élevé tout comme dans les CML qui arrêtent leur prolifération pour permettre la

diminution de la néointima. Il a été démontré qu’une surexpression de p21 limitait

l’épaississement intimal427’29. Les médiateurs contenus dans le SSC4h sont capables

d’induire une prolifération des CML, malgré la carence de sérum. Le SSC4h

mimerait la phase plus précoce de la réparation du vaisseau, soit le moment où les

CML prolifèrent lors de la formation de la néointima. Les facteurs relâchés par les
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CE sous un stress apoptotique ont la capacité de contrer l’arrêt en 01 induit par la

carence de sérum.

Mes résultats démontrent qu’il y a une diminution rapide (30 minutes) de la cycline E

dans les CMLr lors de la carence en sérum. La carence de sérum conduit à la

dégradation de la cycline E, c’est une réponse rapide puisqu’elle n’implique pas la

machinerie transcriptionnelle320’321. Par contre, l’accumulation de p21 est plus tardive

puisqu’elle nécessite la production de la protéinet14. C’est pourquoi, on observe une

accumulation significative de p21 dans les CMLr exposées au milieu $$ qu’après $

heures. La dégradation de la cycline E est suffisante pour induire l’arrêt en Gi, mais

l’accumulation de p21 est requise pour le maintien de l’arrêt du cycle cellulaire396.

Les résultats montrent qu’il y a une diminution de p53 dans les CMLh exposées au

milieu S$C4h par rapport au CMLh dans un milieu S$. Ces résultats sont en accord

avec la diminution de p53 observée dans des modèles d’athérosclérose d’animaux et

d’humains lors d’un développement accéléré de l’épaississement intimai469. De plus,

la diminution de p53 est l’une des premières étapes dans la formation de la néointima.

p53 est impliqué dans la maintenance de la quiescence des CML et les changements

proathérosclérotiques dans les parois vasculaires sont dus à la suppression de p53 par

la présence de mitogènes. Il n’y a pas de prolifération des CML de la média tant que

p53 n’est pas supprimé’96. L’arrêt en Gi est contré dans les CML exposées au milieu

SSC4h entre autre grâce à la diminution de p53, p21 et l’accumulation de la cycline

E. La protéine p53 induit la dégradation rapide de cyclines comme la cycline D et la

cycline E, puis induit la production de même que l’accumulation de p2l260’26t396.
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Les CMLr sont des cellules transformées, immortelles où p53 est déficient. Ceci

implique que l’arrêt en Gi a lieu de façon p53 indépendante. Récemment, il a été

démontré que p73 était un candidat capable d’imiter p53. En effet, p73 peut

transactiver p21, induire l’arrêt du cycle cellulaire et induire l’apoptose470. De plus,

Sp-1 peut induire l’expression de p21 dans les cellules p53 déficientes soumise à la

carence de sérum471. Probablement, d’autres protéines encore inconnues servent

d’alternatives à p53, afin d’éviter des catastrophes puisque p53 est impliquée dans

plusieurs mécanismes cellulaires vitaux.

D’autres acteurs pourraient être étudiés pour compléter le portrait de l’effet du milieu

SSC4h sur l’arrêt en Gi. D’abord, la protéine Rb doit être hyperphosphorylée pour

permettre la progression du cycle cellulaire, sinon la cellule arrête dans la phase

GO/G 1403406. Plusieurs évidences ont démontrés que la protéine Rb avait un rôle dans

l’inhibition de la formation de la néointima lorsque Rb est pleinement actif472. Il

serait donc possible que Rb soit sous une forme hyperphosphorylée dans les CML

exposées aux médiateurs libérés par les CE en carence de sérum pour permettre la

prolifération des CML. L’inhibiteur des cdk, p27, serait aussi à étudier puisqu’il est

associé aux CML proliférant dans la néointima. La quantité de CML positive à la

détection de p27 est inversement proportionnelle à la prolifération des CML413’414. De

plus, il faudrait vérifier si le niveau protéique et de l’activité de cdk-2 est augmenté

dans les CML exposées au milieu S$C4h par rapport au CML dans le milieu SS frais.

En effet, les CML de la néointima ont une plus grande activité de cdk2

comparativement aux CML dans un état statique416.
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4.1.4- Les voies de transduction du signa! des médiateurs du SSC’4h

a- La voie ERK 1/2 activée par les médiateurs pro-prolfératfs et anti-apoptotiques

Le laboratoire a démontré que la réponse anti-apoptotique des CML activé par les

médiateurs libérés par les CE en carence de sérum passe par l’activation des protéines

ERK Les isoformes de MAP kinase de 42 et 44 kDa, nommées les kinases

régulées par les signaux extracellulaires (ERK 1/2) sont exprimées dans la majorité

des types cellulaire de mammifères. ERK 1/2 ont d’abord été identifiés comme étant

des kinases qui deviennent phosphorylées en réponse à des facteurs de croissance.

Les voies dont les signaux sont médiés par ERK 1/2 sont des cascades à plusieurs

étapes de phosphorylation qui transmettent des signaux provenant de la surface

cytosolique vers des cibles nucléaires, par exemple des facteurs de transcription

nécessaire à l’expression de gènes impliqués dans la prolifération473. L’inhibition de

ERK 1/2 par PD98059 inhibe autant l’effet prolifératif que anti-apoptotique dans les

CML exposées au milieu S$C4h. Plusieurs études récentes suggèrent que l’activation

de ERK 1/2, une importante voie signalitique promouvant la réponse anti-apoptotique

et la prolifération dans les CML, est requise pour l’épaississement néointimal in

vivo175. Les résultats du laboratoire démontrent que les médiateurs activent

précisément ERK 1/2 dans les CML, puisque le milieu SSC4h contient des

médiateurs libérés par les CE qui induisent une phosphorylation rapide et soutenue de

ERK 1/2 dans les CML.

b- La voie PKC activée par les médiateurs pro-proflfératfs
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Mes résultats démontrent que PKC a un rôle à jouer dans la transduction du signal

des médiateurs libérés par les CE soumises à un stress apoptotique. L’addition de

Caiphostine C au milieu $$C4h bloque la prolifération des CML. Lorsque PKC est

inhibée, les médiateurs pro-prolifératifs contenus dans le SSC4h n’ont plus la

possibilité d’activer la prolifération des CML. Les médiateurs pro-prolifératifs

empruntent une voie dépendante de la PKC pour induire la prolifération des CML.

La Caiphostine C inhibe tous les types d’isoformes de PKC à 200nM et cette

concentration est en deçà de la concentration nécessaire pour inhiber d’autres kinases

tel que PKA (1C50 >501iM) et PKG (1C50>25jiM)476479. L’activation de PKC, une

Ser/Thr kinase, est un des événements les plus précoces dans une cascade de

transduction du signal menant à une variété de réponses cellulaires480. L’état de

phosphorylation est un déterminant critique de son activité481485. Traditionnellement,

l’activation de PKC est détectée en mesurant sa translocation à la membrane

plasmique, puisque après leur activation, la majorité des isoformes de PKC se

transioque à la membrane en réponse à une augmentation transitoire de

diacylglycérols à la membrane486. Il existe douze isoformes impliquées dans

différentes réponses incluant la migration, la prolifération, l’apoptose487491. Les

isoformes de PKC sont subdivisées en trois classes : les classiques (PKCc) c, f31, f311,

y (requièrent des phospholipides chargés négativement, diacylglycérol ou ester

phorbol, et du calcium pour une activation optimale)492’493; les nouveaux (PKCn) , s,

O, ii/L (souris/humain), t (requièrent des phospholipides chargés négativement,

diacylglycérol ou ester phorbol) 493’494et les atypiques (PKCa) 7Jt (souris/humain) et

(requièrent des phospholipides chargés négativement)493.
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L’isoforme de PKC activée par le SSC4h n’a pas été déterminé. Par contre, des

expériences préliminaires qui consistaient à ajouter un inhibiteur des isoformes

classiques de PKC, soit le GF109203X, dans le milieu SSC4h, n’avait aucun effet sur

la prolifération des CML. Alors, l’activation des PKC classiques n’est pas requise à

l’induction de la prolifération des CMLr par les médiateurs libérés par les CE en

carence de sérum. PKC-s pourrait représenter un candidat potentiel. Des travaux ont

démontrés qu’une protection contre les dommages induits par une ischémie peut être

induite en soumettant le coeur à une ischémie de courte durée avant l’insulte

prolongée495’496. Cette forme de protection, nommée préconditionnement, s’apparente

à l’effet retrouvé dans le S$C4h. Une première insulte, dans notre cas la carence de

sérum et une ischémie dans le cas du préconditionnement, permet la libération de

signaux qui sont récupérés dans le milieu SSC4h ou transmis dans le coeur qui

permettent une protection contre une insulte du même type. Lors d’une expérience de

préconditionnement par ischémie sur des myocytes cardiaques, seulement deux

isoformes de PKC sont activés: PKC- et PKC-497. Il s’est avéré que PKC- médie

les dommages induits par l’ischérnie486, alors que PKC-E est requis et suffisant pour

produire la protection contre les dommages par ischémie autant dans des cellules

isolées que dans des souris transgéniques498. C’est pourquoi, on émet comme

hypothèse que PKC-6 serait impliquée dans la transduction du signal prolifératif dans

les CML transmis par les médiateurs libérés par les CE en carence de sérum. Une

extraction des protéines membranaires de CML exposées à différentes conditions (N,

S$, $SC4h) suivie d’une expérience d’immunobuvardage sur un gel SDS-PAGE

permettrait de supporter l’hypothèse que PKC- est impliquée dans la transduction du

message prolifératif dans les CML exposées aux médiateurs libérés par les CE
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soumises à un stress apoptotique. Par contre, de cette façon, on ne pourra pas

déterminer si l’activation de PKC-E est un effet des molécules contenues dans le

milieu S$C4h ou bien une réponse de la carence en sérum elle-même. En effet,

puisque la carence en sérum induit l’activation de PKC-E pour produire une

protection contre les dommages.

Les médiateurs libérés par les CE en carence de sérum induisent la prolifération et la

résistance à l’apoptose des CML via l’activation d’une voie ERK 1/2. Il reste à

déterminer si l’activation de ERK 1/2 est dépendante ou indépendante de l’activation

de PKC et déterminer qui de PKC ou de ERK 1/2 est activé prioritairement. Pour

vérifier ces hypothèses, je procèderais à une extraction des protéines de CMLr

exposés à du milieu S$C4h en présence ou en absence des inhibiteurs de ERK 1/2 ou

de PKC, suivie d’un immunobuvardage d’un gel SDS-PAGE transféré sur une

membrane. Avec des anticorps dirigés contre PKC ou ERK1/2 phosphorylé je

pourrais déterminer si l’activation de l’une ou l’autre des protéines est influencée par

un ou l’autre des inhibiteurs. C’est-à-dire, si l’inhibiteur de PKC empêche l’activation

de ERK 1/2 par phosphorylation, alors PKC se trouve en amont de ERK 1/2 et est

responsable de sa phosphorylation (directement ou indirectement). De plus, on doit

vérifier si PKC et/ou ERK1/2 sont impliqués dans la diminution de p53, p21 et

l’augmentation de la cycline E dans les CML exposées aux médiateurs libérés par les

CE soumises à un stress apoptotique. Encore une fois, des extractions de protéines de

CML exposées au milieu SSC 4h en présence ou en absence d’inhibiteur de PKC

et/ou de ERK 1/2 permettront de déterminer si PKC et/ou ERK 1/2 sont impliqués

dans la modulation des niveaux de protéines de p53, p21 et cycline E.
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4.1.5- Caractérisation des médiateurs

On a tenté d’identifier les médiateurs capables d’induire la prolifération et la

résistance à l’apoptose des CML. Les CE endommagées libèrent des molécules

d’adhésion et des facteurs de croissance qui attirent les monocytes et les leucocytes

(des cellules inflammatoire du sang) qui eux-mêmes peuvent libérer des facteurs de

croissance15’16. On s’est d’abord tourné vers des facteurs classiques, c’est-à-dire, des

facteurs de croissance et des cytokines ayant un rôle dans la prolifération et qui sont

surexprimés dans les lésions athérosclérotiques2’499’500. Des résultats obtenus par le

laboratoire ont permis de suggérer que IGF- 1, VEGF, bfGf, PDGF BB, interleukine

1, TGF-f3, NO, endothelin, angiopoietin-l, angiopoietine-2 ne sont pas impliqués

dans l’activité protectrice paracrine du milieu $$C4h437. Les CE libèrent certainement

des facteurs de croissance, mais dans notre système, ce ne sont pas ces derniers qui

induisent la prolifération et la résistance à l’apoptose des CML. D’autres facteurs sont

libérés par les CE en carence de sérum et permettent la prolifération et la résistance à

l’apoptose des CML.

a- Un fragment C-terminal du domaine Vduperlecan

Le laboratoire a tenté de caractériser les médiateurs en fractionnant le milieu S$C4h,

dont une seule fraction a démontré une activité anti-apoptotique sur les CML. Cette

fraction bioactive a été analysée par SDS-PAGE, où une bande d’environ 23kDa a été

trouvée exclusivement dans la fraction bioactive et a été identifiée par spectrométrie

de masse437. Cette bande correspondait à un fragment C-terminal du domaine V du

perlecan. Le perlecan est un protéoglycan de 467kDa composé de cinq domaines et
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cette protéine est un constituant normal de la membrane basa1e501503. Le domaine V

du perlecan contient un site d’ancrage pour le sulfate de chondroïtine, trois motifs

laminine G et quatre modules du motif EGF. La protéine entière du perlecan ne

permet pas la résistance à l’apoptose ni la prolifération des CML suggérant que la

protéine entière n’a pas d’effet dans la bioactivité du milieu S$C4h. De plus les

fractions du milieu $$C contenant les protéines avec un poids moléculaire plus grand

que 5OkDa ne sont pas bioactives et aucun autre fragment du perlecan n’a été

identifié dans la fraction bioactive437. Le peptide synthétique contenant le motif EGF

de même que le sulfate de chondroïtine ont démontré une activité anti-apoptotique sur

les CML437. Nos résultats suggèrent qu’une protéase activée lors de l’exposition des

CE à un stress apoptotique serait responsable de la libération d’un domaine cryptique

du perlecan qui est actif sur les CML. Par contre, le peptide synthétique contenant le

motif EGf et le sulfate de chondroïtine n’ont pas d’effet sur la prolifération des CML

lorsqu’ils sont ajoutés dans du milieu sans sérum. De plus, des résultats préliminaires

effectués dans le laboratoire suggèrent que ni le peptide, ni le sulfate de chondroïtine

n’ont d’effet sur la modulation de p53. Effectivement, les CMLh exposées au milieu

SS additionné du peptide synthétique contenant le motif EGf ou du sulfate de

chondroïtine ne diminue pas le niveau de p53 par rapport aux CMLh en carence de

sérum. Ces résultats suggèrent que p53 serait un inhibiteur de la prolifération des

CML et que les médiateurs anti-apoptotiques n’inhiberaient pas p53 pour développer

la résistance à l’apoptose. De plus, puisque la prolifération des CMLh dépend d’une

diminution de p53, les médiateurs pro-prolifératifs contenu dans le S$C4h devront

avoir la capacité d’inhiber p53. Ceci implique, encore une fois, que les médiateurs

pro-prolifératifs diffèrent des médiateurs anti-apoptotiques.



95

On a démontré que les médiateurs anti-apoptotiques ne sont pas libérés par les CE en

carence de sérum lorsque les caspases sont inhibés. On pourrait suggéré que

l’activation des caspases est requises à la libération du domaine cryptique du perlecan

qui a un effet anti-apoptotique sur les CML. Puisque le perlecan ne contient pas de

site de clivage pour les caspases, les caspases activeraient ou permettraient la relâche

d’une protéase qui serait capable de cliver le perlecan. La protéolyse de composantes

de la membrane basale et la libération de facteur cryptique bioactif a été impliquée

dans le contrôle de l’angiogénèse504’505. Nos résultats suggèrent qu’un phénomène

similaire a lieu lors du stress apoptotique induit aux CE par la protéolyse de

protéoglycan et la libération de facteurs cryptiques anti-apoptotiques actifs sur les

CML. Lors de l’apoptose, la cellule se contracte et se détache de la matrice

extracellulaire dans le but d’être phagocytée par les cellules voisines506. Nous

proposons que la protéolyse de la matrice extracellulaire par les CE soumises à un

stress apoptotique seraient nécessaire à la libération des CE de la matrice

extracellulaire afin de permettre la phagocytose subséquente de la cellule apoptotique.

Ainsi, la protéolyse de la matrice extracellulaire entraînerait la libération d’un

fragment bioactif du perlecan avant que la cellule apoptotique ne soit entraînée par le

flux ou retirée par phagocytose. Les CML de la néointima dans une lésion

athérosclérotique synthétisent de nouvelles composantes de la matrice extracellulaire

et induisent l’expression de protéase dégradant la matrice et qui remodèlent la matrice

extracellulaire environnante°7. En soumettant les CE à un stress apoptotiques, nous

déclenchons peut-être une réponse similaire en induisant la synthèse de nouvelles

composantes de la membrane basale et de protéases en réponse au stress apoptotique.
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Les intégrines lient plusieurs ligands, principalement des molécules de la matrice

508 509
extracellulaire, et stimulent une vanete de signaux de transduction

b- La protéine liant la vitamine D (DB?,)

On a aussi testé l’activité proliférative des fractions du SSC4h. Cinq fractions ont

démontrés une augmentation significative de la prolifération des CMLr. À partir d’un

gel SDS-PAGE des bandes se retrouvant dans toutes les fractions actives ont été

sélectionnées et séquencées par spectrométrie de masse. Un des candidats retenu est

le DBP. Il est intéressant de noter qu’en 1977, R.S. Pennock et son équipe ont

démontrés que le niveau sérique de DBP est augmenté dans les patients ayant un

épisode coronarien aigu 510 Ces résultats supportent notre hypothèse que la molécule

DBP est relâchée lors d’un stress vasculaire. L’ajout de 5ug/ml de DBP à du milieu

SS augmente la prolifération des CMLr par rapport à des CMLr en carence de sérum.

La prolifération induite par DBP est plus faible que le niveau de prolifération induit

par le milieu SSC4h. Le milieu $SC4h contient une panoplie de facteurs autant pro

prolifératifs que anti-apoptotiques qui auraient un effet additif ou même synergique

qui permettrait d’obtenir une si grande augmentation de la prolifération des CMLr.

DBP nécessiterait la coopération de d’autres médiateurs qui auraient un effet additif

ou même synergique pour induire la prolifération des CML en carence de sérum.

DBP est une protéine de 458 acides aminés sécrétée par plusieurs tissus et se retrouve

dans le sérum511. C’est une protéine multifonctioirnelle dont la première fonction

décrite est son rôle de transporteur des formes hydrolysées de la vitamine D (25-OH
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VitD et 1 ,25-(OH)2 VitD)”2. Par contre DBP en circulation à une concentration 20

fois plus élevée que la vitamine D, donc DBP a certainement d’autres fonctions. En

effet, il a été démontré que DBP lie l’actine-G monomérique lors de bris cellulaire513

et prévient la formation de microemboli514. Si la capacité de DBP à lier l’actine-G est

surpassée dans la circulation, la mort du patient est imminente. De plus, DBP

S1S516
augmente 1 effet chemotactique pour les macrophages et les neutrophiles

L’ajout de sulfate de chondroïtine à DBP dans un milieu $$ augmente la capacité de

DBP à induire la prolifération des CMLr. La présence de sulfate de chondroïtine

potentialise l’effet de DBP sur la prolifération des CMLr. Il a été démontré que DBP

se liait à un protéoglycan de sulfate de chondroïtine pour se fixer aux cellules. Des

expériences ont été effectuées pour tenter d’identifier le récepteur cellulaire sur lequel

DBP se lierait517. Les résultats démontraient que le récepteur a la propriété d’être

insaturable et que l’utilisation d’une chondroïtinase inhibe toutes liaisons de DBP à la

cellule. Les résultats suggèrent que le sulfate de chondroïtine se lie aux CMLr

puisque l’ajout de sulfate de chondroïtine au milieu $S permet le développement

d’une résistance à l’apoptose dans les CMLr. Alors, on suppose que DBP par sa

liaison avec le sulfate de chondroïtine pourrait, plus facilement, transmettre son effet

proliférateur sur les CMLr. L’augmentation de la prolifération induite par une plus

petite concentration de DBP et le sulfate de chondroïtine est faible comparativement à

l’effet prolifératif du milieu SSC4h sur les CMLr. On suggère que DBP travaille en

coopération avec d’autres médiateurs qui n’ont pas été identifiés. La concentration de

chacun des médiateurs est sûrement plus petite que la dose de DBP, sulfate de

chondroïtine ou du peptide synthétique ayant le domaine V du perlecan que l’on
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utilise. La multitude des médiateurs coopéreraient afin de potentialiser l’effet soit

pro-prolifératif, soit anti-apoptotique et peut-être même migratoire de chacun d’entre

eux.

La figure 16, démontre que la prolifération des CMLr induite par le DBP dans le

milieu sans sérum utilise une voie ERK1/2 dépendante. En effet, puisque l’ajout de

PD98059, l’inhibiteur de la voie ERK1/2, bloque la prolifération des CMLr induite

par le DB?. Ces résultats suggèrent que DBP aurait un rôle dans l’activation de la

voie ERK1/2 et dans la prolifération des CML parmi les médiateurs retrouvés dans le

milieu $SC4h. Avant de conclure que le DBP est bel et bien un médiateur libéré par

les CE soumises à un stress apoptotique responsable d’une augmentation de la

prolifération des CMLr, il est primordial de poursuivre les études au niveau

moléculaire, de vérifier si DBP module les protéines de manière équivalente au

SSC4h. C’est-à-dire, vérifier si DB? est capable de diminuer les niveaux de p53, p21

et d’augmenter la cycline E. (Ou d’autres facteurs qui n’ont pas été étudiés) dans les

CML pour contrer l’arrêt en G1 induit par la carence en sérum.

Les CML dans les vaisseaux reçoivent des signaux qui quasi-simultanément induisent

la prolifération, la survie et la migration des CML. On a démontré que le SSC4h

pouvait augmenter la prolifération et la survie des CMLr en carence de sérum (donc

dans un état de quiescence). Il est donc inévitable de faire des études sur la migration

des CMLr en présence de milieu $SC4h.
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Figure

4.2- MODÈLE HYPOTHÉTIQUE

En résumé, le modèle que l’on propose est que l’exposition des CE à un stress

apoptotique permet la libération d’une variété de signaux qui ont des effets pro

prolifératifs et anti-apoptotiques. Lors du stress apoptotique des CE, les caspases

s’activent et permettraient l’activation d’une protéase X. Cette protéase acquiert la

capacité de cliver le perlecan dans la membrane basale, ce qui libère un fragment du

domaine V du perlecan. Ce fragment active une voie ERK 1/2 dépendante et permet

le développement de la résistance à l’apoptose dans les CML, entre autre grâce à une

diminution de Bcl-xL437. D’autres médiateurs sont certainement impliqués dans la

survie, le développement de la résistance à l’apoptose des CML. Au même moment,
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des médiateurs sont relâchés par les CE soumises à un stress apoptotique

indépendamment de l’activation des caspases, par exemple le DBP. Ces médiateurs

par des voies PKC et/ou ERK 1/2 dépendante induisent la prolifération des CML. Les

CML prolifèrent en quittant leur stade statique, suite à une diminution de p53, p21 et

une augmentation de cycline E. Ainsi, la prolifération et la survie des CML

permettent la formation d’une néointima nécessaire à la réparation du vaisseau. Si

l’apoptose des CE est chronique, la libération des médiateurs pro-prolifératifs et anti

apoptotiques persiste, on assiste à un remodelage vasculaire pathologique et même à

l’obstruction de certains vaisseaux.
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