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SOMMAIRE

Les cellules eucaryotes possèdent toutes la voie de sécrétion constitutive.

Cependant, seules les cellules spécialisées comme les cellules endocrines, exocrines

et neuronales sont capables d’emmagasiner des protéines de sécrétion et de les

relâcher suite à un stimulus extérieur. En effet, ces cellules possèdent un mécanisme

de triage très spécialisé au niveau du réseau trans-Golgien qui cible les protéines soit

vers les vésicules de sécrétion de la voie constitutive ou vers les grains associés à la

voie régulée. Ce ciblage implique la présence d’un ou de plusieurs signaux portés par

les protéines afin que celles-ci atteignent leur destination finale dans la cellule.

Jusqu’à maintenant, le mécanisme par lequel s’effectue cette reconnaissance du signal

demeure encore mal connu. Afin de mieux caractériser le mécanisme de ciblage de la

prosomatostatine humaine vers les grains de sécrétion des cellules neuroendocrines

AtT2O, trois approches furent utilisées. Dans un premier temps, des anticorps dirigés

spécifiquement contre la région pro de la prosomatostatine furent produits afin de

suivre la protéine entière dans la cellule. Pour la deuxième approche, une protéine de

fusion consistant en la prosomatostatine fusionnée au peptide HA du virus influenza

fut exprimée dans les cellules AtT2O. Des anticorps commerciaux furent utilisés afin

de suivre la protéine de fusion dans la cellule. Aucune de ces deux approches n’a

permis de suivre la protéine entière dans la voie de sécrétion régulée de la cellule

AtT2O. La troisième approche consistait en la fusion de l’amylase pancréatique du rat

avec le N-terminal de la prosomatostatine humaine. Cette stratégie nous a permis de

démontrer que l’amylase, une protéine dirigée vers la voie constitutive dans les

cellules AtT2O, pouvait être déviée vers la voie régulée lorsqu’elle est jumelée avec

une protéine empruntant cette voie.

Mots clés : ciblage, voie de sécrétion régulée, prosomatostatine
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SUMMARY

Protein secretion from eukaryotic celis can be either constitutive or regulated.

While the constitutive pathway is ubiquitous, the regulated pathway is a hallmark of

the endocrine, exocrine and nervous system. In this regulated pathway, newly

synthesized proteins are stored within the celi and released only upon stimulation. It is

in the trans-Golgi network that proteins belonging to the regulated pathway will be

actively sorted from those to be secreted by the constitutive pathway. This targeting

involves one or several recognition signais carried by the protein itself, within its

structure. So far, this mechanism remains elusive. In order to characterize the sorting

of the human prosomatostatin to the regulated pathway in neuroendocrine AtT2O

celis, three different strategies have been used. First, we produced antibodies against

the pro dornain of the prosomatosatin to follow the entire protein in the ceils.

Secondly, a fusion protein lias been produced between the prosomatostatin and the

peptide HA from Influenza virus. Commercial antibodies have been used to follow

(J our hybrid in the ceils. None of these strategies lielped us to follow the

prosomatostatin in the celis. Finally, another hybrid protein has been expressed in

AtT2O celis. Rat pancreatic amyiase lias been fused to the N-terminal of human

prosomatostatin. We showed by this approach that amylase, a constitutive secreted

protein in AtT2O celis, may be targeted and secreted by the regulated pathway, when

fused to a protein following that way.

Key words: targeting, regulated secretion, prosomatostatin
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CHAPITRE 1- REVUE DE LA LITTÉRATURE

1.1 Le système vacuolaire central

La grande majorité des protéines synthétisées par les cellules eucaryotes

partagent une origine de biosynthêse commune dans le cytosol, d’où elles doivent

ensuite migrer pour atteindre leur destination finale. Ces protéines possèdent donc

l’information nécessaire afin d’être localisées dans le bon compartiment cellulaire.

Plusieurs organelles de la cellule eucaryote sont regroupées en un réseau de

vacuoles communément appelé système vacuolaire central. Les protéines destinées à

être sécrétées devront emprunter plusieurs de ces organelles. Le système vacuolaire

C central est illustré de façon schématique à la figure 1.1. Les organelles formant ce

réseau sont le réticulum endoplasmique (RE), le compartiment de récupération ou

CGN (cis-Golgi network), les saccules de l’appareil de Golgi, le TGN (trans-Golgi

network), les lysosomes, les grains de sécrétion, les endosomes ainsi que toutes les

vésicules qui assurent le transport entre ces différents compartiments. La voie de

sécrétion (voie d’exocytose) peut être elle même divisée en voies de sécrétion régulée

et constitutive.

La voie de sécrétion constitutive est une voie présente dans toutes les cellules

eucaryotes. Cette voie est dite constitutive car l’exocytose des protéines s’y fait dans

un processus continuel, limité seulement par la disponibilité du produit.

Conséquemment, les protéines qui utilisent cette voie, suite à leur synthèse, seront

immédiatement acheminées vers la membrane plasmique par des vésicules de

transport à partir du TGN. Les protéines qui empruntent cette voie comprennent, par
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Figure 1.1 : Schéma représentant le système vacuolaire central et ses voies de

sécrétion. Ce schéma est une adaptation d’une figure du traité Molecular biology of

the celi, Albert et colT., 1994. RE: réticuTum endoplasmique; CGN: «cis-Golgi

network »; TGN: «trans-Golgi network ».

C
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exemple, les protéines qui composent la membrane plasmique et les protéines de la

matrice extra-cellulaire. La voie de sécrétion dite régulée se trouve seulement dans les

cellules spécialisées pour la sécrétion, soit les cellules endocrines, exocrines et

neuroendocrines. Cette voie est dite régulée car les protéines sont emmagasinées dans

des grains de sécrétion qui se fusionnent à la membrane plasmique suite à une

stimulation exercée par un sécrétagogue externe. Les protéines qui sont dirigées vers

cette voie comprennent les précurseurs d’enzymes digestives, les neuropeptides et les

prohormones.

Dans ce travail, nous nous intéresserons principalement à la voie d’exocytose

dite régulée. Nous suivrons donc chacune des étapes du mécanisme de transport et de

triage des protéines empruntant cette voie et ce, de leur synthèse à leur destination

finale dans les grains de sécrétion.

C
1.1.1 Transiocation co-traductionnelle dans la lumière du

RER

La translocation ou l’insertion dans le réticulum endoplasmique rugueux

(RER) est la première étape impliquée dans l’adressage intracellulaire de plusieurs

protéines dans les cellules eucaryotes. Ces protéines incluent toutes les protéines

sécrétées en plus des protéines résidentes du RER, de l’appareil de Golgi, des

lysosomes, des endosomes et de la membrane plasmique. Cette translocation

s’effectue tout au long de la synthèse des protéines. C’est pourquoi on fait référence

au terme co-traductionnel.
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Cette première étape de ségrégation est réalisée par un « récepteur » spécifique

qui reconnaît un signal de transiocation porté par la protéine naissante. L’hypothèse

du signal fut proposée par Blobel et Doberstein en 1975. Ils démontrèrent alors que

l’insertion des protéines dans le RER impliquait la reconnaissance d’un signal

peptidique présent dans la séquence située à l’extrémité NH2-terminale des protéines.

Ce signal est en général composé d’une séquence de 15 à 3 1 résidus d’acide aminé

(Carne et Scheele, 1983) et est appelé peptide signal ou pré-séquence. Ces pré

séquences possèdent une partie hydrophobe qui est impliquée dans la liaison au

complexe ribonucléoprotéique SRP (signal recognition particle) (Walter et al., 1981;

Walter et Blobel, 1981) et qui aurait également une implication au niveau de

l’insertion du peptide signal dans la couche bilipidique de la membrane du RER. Un

site de coupure protéolytique suit la partie hydrophobe du peptide signal. Ce site de

coupure est reconnu par une endoprotéase associée à la membrane du RER qui libère

Ç la protéine en synthèse du peptide signal, c’est la «signal peptidase»

Les différentes étapes du processus de transiocation sont aujourd’hui bien

connues. La synthèse des protéines débute dans le cytosol. Lorsque le peptide signal

des protéines en synthèse émerge du ribosome, la particule de reconnaissance du

signal (SRP) s’y lie, causant ainsi un arrêt de la traduction (Walter et Blobel, 1981).

Cet arrêt aurait pour but d’empêcher la traduction complète de la protéine dans le

cytosol. Le complexe ribosome-ARNm-chaîne naissante-SRP s’arrime alors à la

membrane du RE par la liaison du SRP à son récepteur (Gilmore et coll., 1982 a, b).

Le SRP est ensuite relâché moyennant l’hydrolyse de GTP (Rapoport, 1992; Gilmore,

1993, Kalies et coli., 199$). La synthèse de la protéine peut alors continuer ainsi que

sa translocation au travers de la membrane du RER via un pore aqueux nommé

transiocon (Rapoport et coll., 1996). Ce pore est composé de pltisieurs complexes

protéiques dont les plus importants sont le complexe Sec 61 (Gôrlich et coll., 1992 b),
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et la protéine TRAM (<translocating chain-associating membrane») (Gôrlich et col!.

1992 a). Ces deux éléments, ainsi que le récepteur $RP, sont suffisants pour la

translocation des protéines sécrétées dans des protéoliposomes reconstitués (Voight et

coil., 1996).

1.1.2 Transit des protéines dans le RER

Une fois passées la barrière du translocon, les protéines nouvellement

synthétisées se retrouvent dans la lumière du RER sous forme non-repliée. Celles-ci

subiront plusieurs modifications structurales, de façon co- et post-traductionnelle,

telles que la glycosylation sur certains résidus asparagine, la formation de ponts

disulftires, l’adoption d’une structure secondaire et tertiaire et, quelquefois,

C l’assemblage en complexes oligomériques. Les protéines doivent donc rencontrer

certaines normes structurales avant d’être transportées vers leur destination finale.

Certaines d’entre elles resteront dans le RER comme protéines résidentes, alors que

d’autres seront transportées aux saccules du Golgi pour être ensuite dirigées soit vers

la surface cellulaire, les lysosomes, ou pour certains types cellulaires dans des grains

de sécrétion.

1.1.2.1 Repliement des protéines dans le RER

Un bon repliement des protéines est essentiel à leur bon adressage et à leur

activité propre. L’efficacité et la rapidité de ce phénomène sont attribuables à des

protéines chaperons agissant au niveau du RER. Une des classes de chaperons est

celle des protéines grp (glucose-regulated proteins) qui sont des protéines induites
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lors d’un manque de glucose chez des fibroblastes en culture (Shui et coll., 1977). Les

deux plus importantes sont la grp7$, aussi appelée BIP pour «immunoglobulin heavy

chain binding protein» (Hendershot et coll., 198$; Munro et Pelham, 1986), ainsi que

la grp94 (Sorger et Pelham, 1987). La protéine BIP (grp78) est une protéine soluble

qui aide au repliement des protéines nouvellement synthétisées en se liant aux

surfaces hydrophobes. évitant ainsi leur agrégation. Elle permet donc aux protéines

d’adopter leur conformation finale (Pelham, 1986). Pour sa part, la grp94 s’associe

avec les protéines complètement oxydées (Melnick et cou., 1994).

La cainexine et la calréticuline sont aussi deux autres importantes molécules

chaperons du RER. La cainexine a été découverte par sa phosphorylation par le GTP

et par sa capacité à lier le calcium, d’où son nom (Wada et coll., 1991). Il a été

proposé que ce chaperon se lierait aux glycoprotéines n’ayant qu’un résidu glucose

sur la chaîne oligosaccharidique originale (Ou et colI., 1993; Hammond et cou.,

1994). La cairéticuline fut d’abord identifiée comme étant une protéine majeure

localisée dans le RER et liant le calcium (Fliegel et coll., 1989; $mith et Koch, 1989).

Il a été récemment démontré que la calréticuline joue un rôle dans le repliement de la

rnyéÏoperoxidase. Cette interaction entre les deux molécules se fait dans la mesure où

la myéloperoxydase est immature et sous forme glycosylée (Nauseef et coli., 1995).

La calréticuline est aussi reconnue pour lier plusieurs autres protéines comme

l’hérnagglutinine du virus de l’influenza. L’association des deux protéines dépend de

la présence d’un seul glucose sur la chaîne oligosaccharidique originale de la protéine

virale (Peterson et colI., 1995). La calnexine et la calréticuline contiennent des

domaines lectine qui sont cruciaux pour leur fonction de protéines chaperons (Schrag

et coll., 2003)
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L’enzyme disuiphure isomérase est une autre protéine résidente du RER qui

interagit avec les protéines non-repliées. Cette enzyme catalyse l’oxydation des

résidus thiols, favorisant ainsi l’échange disulfure (freedman, 1984).

Les protéines chaperons qui s’associent de façon transitoire avec les protéines

partiellement repliées et de façon plus permanente avec les protéines mal repliées ont

amené Hammond et Helenius à proposer l’existence d’un contrôle de qualité qui

préviendrait le ciblage d’une protéine mal repliée vers la surface cellulaire (Hammond

et Helenius, 1994, Helenius et cou., 1997, Ritters et Helenius, 2000). Ce serait par

l’association des chaperons avec les protéines insuffisamment ou mal repliées que ces

dernières resteraient emprisonnées dans le RER (Hurley et Helenius, 1989). En effet,

il a été démontré qu’un mutant de repliement de la protéine G du virus VSV sensible

à la température ne peut être envoyé au-delà du cis-Golgi (Hammond et Helenius,

Ç 1994). Les protéines mal repliées retournent ensuite dans le cytoplasme via le

transtocon pour être dégradées par le protéasome (Kostova et Wolf, 2003).

1.1.2.2 Rétention des protéines dans le RER

La théorie du transport protéique intracellulaire par défaut prévoit l’existence

de mécanismes de rétention pour les protéines résidentes des compartiments du

système vacuolaire central. Munro et Pelham (1987) ont comparé la séquence

protéique de trois protéines solubles résidentes du RER et ont trouvé à leur extrémité

C-terminale un tétrapeptide commun aux trois protéines. Cette séquence, composée

des acides aminés Lys-Asp-Glu-Leu (KDEL), est responsable de leur rétention dans le

réticulum (Pelham, 1990). En réalité, cette séquence n’empêche pas ces protéines de

se retrouver dans un autre compartiment post-RE mais assure un mécanisme de
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récupération via la reconnaissance de la séquence KDEL. Chez la levure S. cereWsiae,

un mutant incapable de retenir les protéines résidentes du RER fut isolé par le groupe

de Peiham. Le gène mutant est ERD2, qui code pour une protéine de 25 kDa à sept

passages transmembranaires. Cette protéine serait responsable de la rétention des

protéines dans le RER (Semenza et coli., 1990). De plus, Lewis et Peiham (1990) ont

caractérisé une protéine présente dans les cellules humaines (hERD2) qui démontre

une homologie de 50 % avec ERD2, et qui se localise dans l’appareil de Golgi et dans

les vésicules qui se trouvent entre le RER et le Golgi. Ceci confirme la présence d’un

compartiment de récupération responsable de rediriger les protéines vers le RER.

Le système de rétention KDEL est utilisé principalement par les protéines

solubles. Chez plusieurs protéines membranaires de type I, on a identifié un motif

consensus différent comme signal de rétention. Ce motif de rétention est exposé au

Ç niveau de la queue cytoplasmique, donc du côté C-terminal, et est représenté par la

séquence KKXX ou KXKXX (Jackson et coll., 1990). Les deux résidus lysines

constituent les résidus les plus importants (Gayacol et cou., 1994). Ce motif de

rétention semble interagir avec un complexe polypeptidique impliqué dans le

transport vésiculaire et appelé coatomère (Cosson et Letourneur, 1994). Pour les

protéines membranaires de type II, c’est-à-dire ayant l’extrémité N-terminale du côté

cytoplasmique, un motif impliquant deux arginines serait responsable de leur

rétention (Schutze et coll., 1994). Cependant, trop peu de protéines membranaires de

type II et résidentes du RER sont connues pour en dériver une théorie sur leur

mécanisme de rétention.
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1.1.3 Transport vésiculaire

Les protéines nouvellement synthétisées et bien repliées qui sont destinées à

être sécrétées doivent quitter le réticulum endoplasmique et continuer leur transit à

travers les différentes organelles du système vacuolaire central. Le transport des

protéines entre ces différentes organelles ainsi que vers la membrane plasmique

s’effectue via les vésicules de transport qui bourgeonnent de la membrane dii

compartiment donneur et fusionnent à la membrane du compartiment accepteur. Le

transport vésiculaire est assuré par trois types de vésicules: les vésicules enrobées de

COPI, de COPII ou de ciathrine. Les deux premières assurent le transport entre le

RER et le Golgi, entre chacune des saccules de ce dernier et entre le IGN et la

membrane plasmique pour les protéines empruntant la voie constitutive. Les vésicules

enrobées de COPII sembleraient impliquées exclusivement dans le transport

antérograde, entre le RER et le cis-Golgi via le compartiment intermédiaire appelé

ERGTC (Kuehn et Schekrnan, 1997, Glick, 2001). Pour leur part, les vésicules

enrobées de COPI joueraient un rôle plus complexe (voir section 1.1.4) dans le

transport antérograde et rétrograde entre le RER et le cis-Golgi et entre les différents

saccules du Golgi (Schekman et Orci, 1997, Gaynor et coll.. 1998, Mironov et coll.,

2001). Les vésicules enrobées de clathrine sont impliquées dans le transport à partir

du TGN vers les lysosomes via le compartiment de tri endosomal ainsi que vers les

grains de sécrétion pour les protéines empruntant la voie régulée.
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1.1.3.1 Biogenèse des vésicules enrobées de COPI

La formation de chacun des types de vésicules dépend du recrutement de

protéines cytosoliques qui agiraient comme dispositif mécanique afin de donner à la

membrane du compartiment donneur, une forme sphérique vésiculaire. L’enrobage

des vésicules COPI est composé d’une petite protéine liant le GTP, 1’ARF (ADP

ribosylation factor; Serafini et cou., 1991) ainsi que de sept sous-unités (cx-, [3

y-, E-, - et Ç-COP; $tenbeck et cou., 1993; Waters et cou., 1991) d’un complexe

protéique cytosolique stable qui est le coatomêre. L’ARE a son extrémité N-terminale

modifiée par la présence d’une queue formée d’un acide myristique (Kahn et coli.,

1993) et lie le GDP lorsqu’elle est soluble dans le cytosol. Lorsqu’il y a échange de

GDP pour du GTP, la queue d’acide myristique s’ancre à la membrane. Cet échange

est catalysé par un facteur d’échange nucléotidique appelé p619 (Rosa et coll., 1996),

et est inhibé par le métabolite fongique brefeldine A (BfA; Donaldson et coil., 1990).

La forme ARF-GTP ancrée à la membrane recrute alors les sept unités du coatomère

(les COPs pour «coat proteins») qui s’associent de façon équimolaire (Walters et

cou., 1991). Une fois l’ARF-GTP lié à la membrane et le recrutement des COPs

terminé, le bourgeonnement peut avoir lieu sans aucune autre exigence (Orci et coil.,

1993; Ostermann et coll., 1993). En présence d’un acide gras à longue chaîne comme

le palmityl-CoA, la fusion périplasmique ainsi entraînée conduit à la fission de la

vésicule enrobée de COPI nouvellement formée (Ostermann et coll., 1993; Pfanner et

colI., 1989). Les composantes protéiques qui médient cette dernière étape ne sont pas

encore connues.

Tandis que la machinerie cytosolique générale pour la formation du bourgeon

a été caractérisée en détail, un rôle pour des facteurs additionnels a été proposé ces
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dernières années. En effet, un rôle possible a été mis en évidence pour la

phospholipase D (PLD) dans le bourgeonnement ARF-dépendant des vésicules

enrobées de COPI, ainsi que pour une nouvelle famille de protéines

transmembranaires. En effet, il apparaît possible que l’ARF, en plus de diriger un

recrutement GTP-dépendant des protéines COPs, joue un rôle en activant la PLD dans

le but de réorganiser l’environnement lipidique afin d’améliorer les conditions pour le

bourgeonnement (Nickel et Wieland, 1998). Une nouvelle famille, appelée la famille

des protéines membranaires retrouvées dans les vésicules enrobées de COPI, a été

caractérisée ces dernières années. Ces protéines appartiennent à la famille des

protéines membranaires de type I avec un seul passage transmembranaire, un large

domaine luminal et une courte queue cytoplasmique. Ces protéines lient efficacement

le coatomère via leur queue cytoplasmique (fielder et coll., 1996; Lowe et Kreis,

1995; $tamnes et coll., 1995) et seraient donc impliquées dans la formation du

C bourgeon.

Une fois le bourgeonnement terminé, la fusion à la membrane cible n’est

possible que si la vésicule se débarrasse de son enrobage. L’enlèvement de ce dernier

est effectué lorsque le complexe ARF-GTP s’hydrolyse en ARF-GDP. Puisque 1’ARF

n’a pas d’activité GTPase en soi, il a été suggéré que l’hydrolyse est attribuable à une

protéine nommée GAP pour «GTPase activating protein». Cette GAP a été purifiée et

caractérisée (MakÏer et cou., 1995).

1.1.3.2 Biogenèse des vésicules enrobées de COPII

En 1994, une deuxième classe de vésicules non-enrobées de clathrine fut

découverte, tant dans la levure qtie dans les cellules mammifères. Ces vésicules furent
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nominées les vésicules enrobées de COPII. Même si ces vésicules sont similaires aux

vésicules enrobées de COPI par leur morphologie, les sous-unités de l’enrobage de

COPII ne sont pas structuralement reliées à celles présentes dans l’enrobage COPI. La

présence de cinq protéines et des molécules d’ATP et de GTP serait suffisante pour

amener un bourgeonnement du RER dans un système acellulaire (Barlowe et coil.,

1994). La protéine Sarlp serait la protéine impliquée dans la liaison au GTP. Suite à

la liaison du GTP par Sarlp, le recrutement de deux complexes protéiques formés par

$ecl3p et Sec3lp ainsi que de Sec23p et Sec24p aurait lieu (Barlowe et coll., 1994).

La protéine assurant l’hydrolyse du GTP pour le désenrobage serait Sec23p et le

catalyseur d’échange de GDP pour le GTP de Sarlp serait une protéine liée à la

membrane, la protéine Sec 12p (Barlowe et coll., 1994).

1.1.3.3 Biogenèse des vésicules enrobées de clathrine

Les vésicules enrobées de clathrine sont impliquées dans le transport des

protéines à partir du TGN vers les lysosomes ainsi que vers la membrane plasmique

pour les protéines de la voie de sécrétion régulée. Dans ce dernier cas, on parle plutôt

de grains de sécrétion que de vésicules de transport. De plus, il a été démontré qu’il

pouvait y avoir bourgeonnement à partir des grains immatures et que ce phénomène

impliquait des vésicules enrobées de clatbrine. Cette dernière voie de

bourgeonnement fut appelée voie «constitutive-like» par Arvan en 1992. Le

bourgeonnement à partir de la membrane plasmique lors du processus d’endocytose

implique aussi des vésicules enrobées de clathrine.

La protéine majeure constituant l’enrobage de clathrine est la clathrine elle

même. Celle-ci est formée d’un complexe de trois grands polypeptides et de trois
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petits formant un triskèle. Assemblés entre eux, plusieurs triskèles forment un panier

qui enrobe la vésicule. La deuxième composante majeure de ces vésicules est

l’adapteur. Ce dernier est requis pour lier la clathrine à la membrane et pour mobiliser

certaines protéines transmembranaires dans la vésicule. Il existe deux types

d’adapteur présents dans le TGN: les adapteurs AP-1 et AP-2. Le premier est associé

à la membrane des vésicules provenant du TGN et est formé d’une adaptine y, d’une

adaptine f3’, d’un polypeptide de 47 kDa (AP47 ou et d’un polypeptide d’environ

20 kDa (APY9 ou cr1). L’adapteur AP-2 est présent à la surface des vésicules

bourgeonnant de la membrane plasmique et comprend une adaptine u, une adaptine

f3, un polypeptide d’environ 50 kDa (AP5O ou t2) et un autre polypeptide d’environ

20 kDa (AP17 ou cr2) (Robinson, 1987; Ahie et cou., 1982). Les sous-unités

adaptines, y/f3 et a/f3, lient la clathrine directement tandis que les polypeptides et

2 interagissent avec le motif YXXCD (où Y est un résidu tyrosine et C1, un acide

aminé à chaîne latérale hydrophobe) qui est présent sur plusieurs protéines

transmembranaires (Ohno et col!., 1995; Davis et col!., 1989). L’adapteur AP-l, dans

les vésicules dirigées vers le lysosome, interagit aussi avec un motif présent dans la

queue cytoplasmique du récepteur de mannose 6-phosphate (Pearse et Robinson,

1990). Cependant, ce motif n’a pas encore été établi avec certitude.

1.1.3.4 fusion

Une fois le bourgeonnement terminé et le transport assuré, les vésicules de

transport doivent être sélectives envers la membrane cible à laquelle elles

fusionneront. Ceci suggère donc que chacun des types de vésicules doit avoir un

marqueur de surface qui assure l’identification de leur origine et qui est reconnu par

un récepteur complémentaire à la membrane réceptrice. En 1993, le groupe de
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Rothman décida de concentrer sa recherche sur cette théorie de récepteur, et réussit à

en démontrer l’existence. Il appela ces récepteurs les SNARE pour «SNAP receptor)).

Le groupe isola trois différentes SNARE: la syntaxine, la synaptobrévine et la SNAP

25. Ces trois protéines étaient déjà connues comme des composantes des membranes

synaptiques. C’est en réalité suite à la découverte du complexe NSf-SNAP que le

groupe partit à la recherche du récepteur. En effet, c’est en observant que le transport

était bloqué suite à un traitement au NEM (N-éthyl-maÏeimide) et qu’une

accumulation de vésicules non enrobées en résultait près de la membrane cible, que la

protéine sensible au NEM et appelée NSf pour «NEM sensitive factor» fut

découverte (Malhotra et cou., 1988). Des études plus poussées sur cette protéine

démontrèrent qu’elle était sous forme d’homotétrarnère de sous-unités de 76 kDa

ayant chacune un site de liaison pour l’ATP (Block et cou., 1982). La protéine NSf

aurait de l’affinité pour des protéines nommées SNAPs (pour «soluble NSf

attachment protein»), et ce complexe se lierait aux vésicules. Les SNAPs sont

présentés sous trois formes, soit les formes x, 13 et y. Les deux premières sont

présentes dans tous les types cellulaires alors que la dernière est retrouvée seulement

dans le cerveau (Whiteheart et coll., 1993).

Le groupe de Rothman sépara les SNARE en deux groupes: les v-SNARE (y

pour «vesicle») comprenant la synaptobrévine, et les t-SNARE (t pour «target)>) qui

comprennent la syntaxine et la SNAP-25. On avança donc l’hypothèse SNARE qui

stipule que les vésicules du compartiment donneur contiennent les protéines y

SNARE qui reconnaîtraient les protéines t-SNARE situées sur la membrane cible

(Sôliner et coil., 1993a). Ceci assurerait donc la spécificité de la fusion. puisqu’à

chaque v-SNARE serait associé un t-SNARE (Rothman et Wanen, 1994). De plus, il

a été démontré que le v-SNARE et le t-SNARE pouvaient former un complexe stable

en l’absence du complexe N$f-SNAP (Sôllner et coli., 1993b) et que dans un
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système acellulaire composé de SNARE purifiés et incorporés dans des vésicules de

phospholipides, la fusion avait lieu avec la seule présence d’un v-SNARE et d’un t

SNARE associés sur deux vésicules différentes (Weber et coll., 199$). Le complexe

très stable formé par le t-SNARE et le v-SNARE serait sous forme d’une structure de

superhélice et est appelé SNAREpin. Il fut proposé que ce complexe serait une source

d’énergie permettant la fusion (Weber et coll., 199$), et que le complexe NSF-SNAP

assurerait la dissociation de celui-ci afin de le soumettre à un second tour de fusion

(Sôllner et cou., 1993b; Weber et cou., 199$).

Puisqu’on retrouve plusieurs organites formés de membranes dans la cellule, le

processus de fusion doit être fortement sélectif. Des protéines appartenant à la famille

des GTPases monomériques appelées les protéines Rab (pour «Ras related small

GTP-binding proteins’>) furent mises en cause dans cette sélectivité (Rothman. 1994;

Ç fischer von Mollard et coll., 1994). Jusqu’à maintenant, une trentaine de ces

protéines ont été découvertes. Il a été proposé que les protéines Rab régulent la

formation du complexe v-SNARE/t-SNARE (Bennett, 1995, Nielsen et coIl., 1999,

Goud, 2002) et qu’elles favorisent la direction du transport antérograde versus

rétrograde (Rothmans et Warren, 1994).

Une autre protéine accomplirait un rôle dans la fusion; cette protéine est

appelée synaptotagmine. Cette dernière est présente sous huit isoformes et est une

glycoprotéine transmembranaire ayant la capacité de lier le calcium et quelques

phospholipides. On retrouve la synaptotagmine et ses isoformes dans les vésicules

synaptiques et les grains de sécrétion des tissus exocrines et neuro-endocrines. Le rôle

principal de la synaptotagmine 1, qui est la forme la plus étudiée, est la fonction de

détecteur de calcium dans le système d’exocytose dépendant du calcium (Hudson et

Birdaum, 1995; Kelly, 1995). Elle pourrait également jouer un rôle dans l’inhibition
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de l’exocytose en se liant avec un t-SNARE de la membrane plasmique, empêchant

ainsi la fusion (Popov et Poo, 1993; Buckley, 1994).

1.1.4 Transit dans l’appareil de Golgi et le trans Golgi Network

Après avoir quitté le réticulum endoplasmique à bord de vésicules de

transport, les protéines sécrétées empruntent l’appareil de Golgi après être passées par

le compartiment intermédiaire ERGIC. Morphologiquement, l’appareil de Golgi est

constitué d’une suite de saccules de forme allongée qui sont fonctionnellement

divisées en trois régions distinctes: la région cis, la région médiane et la région trans

(voir la figure 1.1). Ces régions se différencient selon la composition en enzymes qui

assurent la glycosylation. Il semble bien établi que les vésicules provenant du RER ne

C fusionnent qu’avec la région cis du Golgi et que le contenu de ces dernières quitte

l’appareil de Golgi par le côté opposé formé par la région trans. C’est à l’aide

d’expériences biochimiques et morphologiques en système acellulaire que l’on a

élucidé les mécanismes de transport entre les saccules du Golgi. Les premières études

in vitro effectuées par Rothman et coll. en 1984 ont démontré le caractère vectoriel de

ce transport qui s’effectue successivement de la région cis à la région médiane, et par

la suite, de cette dernière à la région trans. Cependant, deux modèles sont proposés

afin d’expliquer la progression des protéines dans l’appareil de Golgi via les

vésicules COPI (voir la figure 1.2). Le premier modèle, qui a longtemps prévalu,

propose que le transport antérograde, autant que rétrograde, soit effectué par des

vésicules COPI (Orci et cou., 2000). Le second modèle propose plutôt que seul le

transport rétrograde soit assuré par les vésicules COPI et que le transport antérograde

soit effectué par une maturation des saccules (Mironov et coil., 2001). Dans ce
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.

Figure 1.2: Modèles de transport intra-Golgien. Le modèle représenté en A

O postule que le transport des protéines serait assuré seulement par des vésicules COPI.

Le modèle B postule plutôt que le mouvement serait assuré par la maturation

progressive des saccules, dans le sens cis-trans par leur glissement vers la région

distale de l’appareil de Golgi (feuillet trans). Le transport rétrograde serait le seul

existant et serait assuré par les vésicules COPI. D’après Nickel et Wieland, (1998).
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dernier modèle, la progression des protéines se faisant sans que celles-ci ne quittent la

lumière du saccule.

Les protéines sécrétées voyagent donc de façon unidirectionnelle d’un

compartiment à l’autre dans l’appareil de Golgi et aboutissent dans une structure

complexe formée de tubules et de vésicules que l’on appelle réseau trans-golgien

(TGN pour «trans-Golgi network»). Tout au long de ce voyage, ces protéines

entreront en contact avec les protéines résidentes de ces compartiments afin

d’acquérir leur forme mature.

1.1.4.1 La rétention dans l’appareil de Golgi

C Les études récentes effectuées sur les protéines résidentes du Golgi ont

démontré que ces protéines possèdent un signal de rétention dans leur domaine

transmembranaire. Cependant, ce signal n’a pas été défini avec exactitude car dans

certains cas, ce sont les régions situées de part et d’autre du domaine

transmembranaire ou bien le domaine cytoplasmique qui augmentent l’efficacité de la

rétention (Swift et Machamer, 1991; Niisson et cou., 1991; Munro, 1991; TeasdaÏe et

cou., 1992; Wong et coll., 1993; Aoki et col!., 1992; Russo et col!., 1992; Tang et

col!., 1992; Burke et cou., 1992).

Un modèle de reconnaissance du signal de rétention fut proposé par Nilsson et

Warren en 1994. Ce modèle est basé sur le phénomène d’oligomérisation. En effet,

chaque enzyme serait un homodimère où les queues cytoplasmiques seraient liées

entre elles et où les domaines transmembranaires des protéines du saccule
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interagiraient entre eux. Ces complexes oligomériques seraient exclus des vésicules

de transport bourgeonnant, dû à leur trop grosse taille.

Suite à l’observation montrant que la région hydrophobe des domaines

transmembranaires des protéines résidentes de l’appareil de Golgi était plus courte

que celle des protéines de la membrane plasmique et sachant qu’il existe un gradient

de cholestérol dans l’appareil de Golgi (Orci et coIl., 1981) Bretscher et Munro

(1993) proposèrent un second modèle. Ce modèle suggère le rôle possible de

l’épaisseur des membranes du Golgi dans le mécanisme de rétention. Le gradient de

cholestérol amènerait un épaississement de la membrane de saccule en saccule, ce qui

empêcherait les enzymes d’un compartiment de se retrouver dans le suivant.

1.1.4.2 La rétention dans le TGN

Les protéines résidentes du TGN ont souvent un mécanisme particulier de

rétention, comme c’est le cas pour la ftirine, où l’on parle plutôt de récupération. En

effet, tout comme la TGN3$, une autre protéine résidente du TGN, la furine voyage

du TGN vers la membrane plasmique, puis retourne au TGN par la voie d’endocytose

(Chapman et Munro, 1994). Deux signaux sont localisés dans son domaine

cytoplasmique: le premier est une séquence d’acides aminés acides qui seraient le

signal de rétention dans le TGN, et le second est un tetrapeptide contenant une

tyrosine et qui serait le signal de retour vers le TGN (Vorhees et cou., 1995). La

séquence d’acides aminés acides médierait l’internalisation de la fùrine vers le TGN

étant donné que cette séquence additionnée d’une sérine adjacente forme un site de

phosphorylation par la caséine kinase II. L’état de phosphorylation de la furine

modulerait donc son internalisation (Jones et cou., 1995).
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C
1.1.5 Modifications post traductionneijes

Après leur traduction, les protéines ne sont pas tout à fait sous leur forme

active car II s’avère souvent que leur activité biologique dépende de certaines

modifications co- et post-traductionnelles. Ces modifications sont de plusieurs types

et s’effectuent dans divers compartiments cellulaires.

1.1.5.1 La N-glycosylation

La N-glycosylation s’effectue de façon co-traductionnelle lors de la

transiocation des protéines naissantes dans le RER. Cette modification consiste en

l’addition de chaînes oligosaccliaridiques sur la fonction amide des résidus

Ç asparagines qui se trouvent dans un environnement Asn-X-Thr/Ser où X ne peut être

une proline (Hart et coll., 1979). Cependant, ces séquences ne sont pas toutes

glycosylées suggérant que d’autres composantes sont nécessaires pour que la

glycosylation ait lieu. La chaîne oligosaccharidique est préformée sur un résidu

lipidique appelé dolichol phosphate, et est séquentiellement formée de deux résidus

de N-acétylglucosamine (GlcNac), de neuf résidus de mannose (Man) et de trois

résidus de glucose. Cet oligosaccharide ainsi formé sera transféré en bloc sur le résidu

asparagine de la protéine et subira plusieurs modifications par une panoplie

d’enzymes. Le schéma résumant les principales étapes de la maturation est montré à

la figure 1.3. Après le transfert en bloc, on observe l’élimination rapide de trois

résidus glucose par les glucosidases I et II du RER. Il y a ensuite l’enlèvement de un à

quatre résidus de maimose par l’action combinée de la Œ1,2-mannosidase du RER et
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Figure 1.3 : La N-glycosylatïon. Modification du bloc de sucre contenu sur le résidu

asparagine (Asn) dans le réticulum endoplasmique (RE) et l’appareil de Golgi. Tiré

Q de «Molecular Biology of the ceil », troisième édition, Albert et cou, 1994. UDP

uridine 5 ‘-diphosphate.
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de la mannosidase I du cis-Golgi (Farquhar, 1985). La structure de l’oligosaccharide

se trouve alors sous forme de haut contenu en mannose. La majorité des

glycoprotéines verront leur maturation se poursuivre vers une structure pius

complexe. Lorsque ceci se produit, un résidu de GlcNac est ajouté par une transférase,

puis vient la coupure de deux résidus mairnose (voir figure 1.3). Par la suite, il peut y

avoir addition d’autres résidus de GlcNac, de fructose, de galactose et d’acide sialique

(Komfeld et Kornfeld, 1985, Roth, 2002).

Les chaînes oÏigosaccharidiques semblent jouer plusieurs rôles une fois liées à

la protéine. En effet, ces chaînes jouent un rôle dans le repliement final des protéines

du RER car une protéine glycosylée mal repliée peut alors entrer en contact avec la

cainexine et la calréticuline afin d’obtenir son bon repliement (voir section 1.1.2.1).

De plus, pour certaines protéines de sécrétion ou de la membrane plasmique, le

transport intracellulaire est perturbé lorsque l’on inhibe la glycosylation. En effet, il a

été démontré que lorsque l’on mute l’hormone de croissance, une protéine non

glycosylée, de façon à obtenir un site de glycosylation, on voit sa sécrétion sur le côté

apical seulement dans des cellules polarisées. Il appert donc que dans certains cas, la

glycosylation soit un signal de ciblage (Scheiffele et cou., 1995).

1.1.5.2 La O-glycosylation

La O-glycosylation s’effectue de façon post-traductionnelle au niveau de

l’appareil de Golgi et consiste en l’addition de sucres sur la fonction hydroxyle des

acides aminés sérine ou thréonine (Farquhar, 1985). L’ajout de sucre se fait de façon

successive et chaque transfert de glucide est assuré par une glycosyl-transférase

spécifique (Han et Martinage, 1992). Les chaînes ainsi formées peuvent comprendre

de deux à vingt résidus. La O-glycosylation la plus connue est celle impliquant la
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liaison d’un résidu de N-acétylgalactosamine à la protéine. Les autres sucres utilisés le

plus fréquemment sont les résidus galactose et les résidus d’acide sialique. La

fonction exacte de la O-glycosylation est encore méconnue. Cependant, il a été

observé que cette modification post-traductioimelle entraînait une plus grande

résistance aux protéases et influençait grandement la dimension et la structure

tridimensionnelle de certaines protéines (Jintofi, 1990).

1.1.5.3 La sulfatation et la phosphorylation

La sulfatation s’effectue au niveau du trans-Golgi et du TGN sur la fonction

hydroxyle de la tyrosine (Baeuerle et Huttner, 1987). Cette sulfatation des résidus

tyrosine a pour but de moduler l’activité biologique des protéines cibles. Par exemple,

l’activité de la gastrine est fortement augmentée par l’addition d’un groupement

Q sulfate (Jensen et cou., 1980; Johnson, 1976). À l’opposé, l’activité de la leu

enképhaline et de la dermorphine est totalement inhibée si celles-ci sont sulfatées

(Unsworth et coll., 1982). La sulfatation s’effectue aussi au niveau des chaînes

d’oligosaccharides. En effet, la thyroglobuline est sulfatée sur ses tyrosines ainsi que

sur ses sucres (Cauvi et coil., 2003). Les glycosaminoglycans (GAGs) sont aussi

sulfatés durant leur passage dans le TGN (Hansen et coll., 1999).

La phosphorylation au niveau du Golgi peut s’effectuer sur une chafne

glucidique ou sur un acide aminé. Seules les enzymes lysosomales subiront une

phosphorylation sur un résidu mannose de leurs chaînes d’oligosaccharides. Le rôle

de cette modification consiste à cibler les enzymes vers les lysosomes (voir section

1.1.6.1). La phosphorylation des résidus sérine, thréonine et tyrosine est un

phénomène très connu. La caséine et le neuropeptide ACTH sont phosphorylés lors

de leur passage au niveau de l’appareil de Goïgi. Cependant, le rôle de cette
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modification post-traductionnelle pour les protéines de sécrétion n’a pas encore été

déterminé.

1.1.5.4 L’acétylation et l’amidation

L’acétylation est un processus qui s’effectue rarement sur les protéines

sécrétées (Tsunasawa et Sakiyama, 1984). Quelques protéines de sécrétion comme

l’hormone de croissance sont acétylées co-traductionnellement à leur extrémité N-

terminale dans le RER. Par contre, cette modification s’effectue de façon post

traductionnelle, au niveau des grains de sécrétion, pour la j3-endorphine et l’hormone

mélanotrope (a-MSH) (Dores et cou., 1993). L’acétyÏation a pour rôle de moduler

l’activité biologique de l’Œ-M$H et de la 3-endorphine, en activant et inactivant

respectivement ces deux neuropeptides.

Q
L’amidation est aussi une modification post-traductionnelle qui s’effectue dans

les grains de sécrétion. Cependant, seuls les tissus neuronaux et endocriniens

possèdent l’outillage nécessaire à cette modification. À titre d’exemple, la substance

P, Ï’oxytocine, l’a-M$H et le facteur de relâche de l’hormone de croissance sont des

protéines arnidées. Le processus d’amidation est catalysé par la «peptidyl-glycine

alpha amidating monooxygenase» ou PAM qui clive le groupement glyoxylate d’un

résidu glycine situé à l’extrémité C-terminale. Ceci résulte en une protéine amidée à

son extrémité C-terminale par le groupement amine de la glycine (Eipper et Mains,

198$). Cette modification est importante pour l’activité biologique et la stabilité d’un

grand nombre d’hormones peptidiques (Bradbury et Smith, 1991).
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1.1.5.5 Maturation des précurseurs

Beaucoup de protéines incluant des hormones et des neuropeptides sont

d’abord synthétisées sous la forme de précurseurs. Plusieurs de ces précurseurs

contiennent dans leur séquence plus d’un peptide biologiquement actif Les séquences

de ces hormones ou neuropeptides sont délimitées par une arginine ou un doublet

d’acides aminés basiques (Lys-Arg, Arg-Arg ou Arg-Lys). La maturation des

précurseurs, via des coupures protéolytiques spécifiques, est donc essentielle pour

libérer l’hormone du précurseur. Cette maturation protéolytique est effectuée par une

enzyme de type trypsine. La première enzyme de maturation de précurseur à avoir été

caractérisée est la protéine Kex2. Cette enzyme provient de la levure $accharornyces

cerevisiae et libère le facteur a de son précurseur (Julius et coll., 1984). Kex2 est une

protéase membranaire à sérine qui est dépendante du calcium. Elle a un pH optimal

neutre et a plusieurs homologies de séquence avec les subtilisines, une classe de

protéases bactériennes à sérine (fuller et coli., 1988). Plusieurs études ont démontré

que la protéine Kex2 possède la capacité de maturer quelques protéines de

mammifères telles la proalbumine humaine (Bathurst et coll., 1987) et la

proopiomélanocortine (Thomas et cou., 1988; Zollinger et cou., 1990; Germain et

cou.. 1990). Ces études suggèrent donc qu’une protéine homologue à Kex2 existerait

dans les cellules de mammifères.

Suite au clonage de la furine humaine en 1986 par Robroek et ses

collaborateurs, des études portant sur sa séquence ont montré qu’une partie de la

furine possédait plus de 50% d’identité avec le site catalytique de la protéine Kex2,

suggérant que la furine pourrait être une convertase à sérine (fuller et coll., 1989). De

plus, plusieurs études vinrent montrer que la furine pouvait cliver plusieurs

précurseurs tels le précurseur du facteur von Willebrand (Van de Ven et coll., 1990),
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le facteur de croissance de pro-43NGF (Bresnahan et cou., 1990), la proalbumine

(Misurni et coU., 1990; Breiman et Peach, 1991) et l’hémagglutinine (Stieneke-Grober

et cou., 1992).

Depuis quelques années, plusieurs études se sont concentrées sur l’isolement

des convertases de mammifères à l’aide de la technologie de l’amplification de

l’ADN par PCR («polymerase chain reaction»). Utilisant des oligonucléotides dérivés

des séquences conservées entre les protéines Kex2, furine et subtilisine, plusieurs

convertases furent clonées. Jusqu’à maintenant, sept convertases spécifiques aux sites

mono- et dibasiques ont été caractérisées, soit: la furine aussi appelée PACE, PCi

aussi désigné sous le nom de PC3 (Seidah et coll., 1990; Seidah et coil., 1991;

Smeekens et cou., 1991), PC2 (Seidah et coll., 1991; Smeekens et Steiner, 1990),

PACE4 (Kiefer et coll., 1991), PC4 (Nakayama et colt., 1992; Seidah et colt., 1992a),

PC5 (Lusson et cou., 1993) qui est aussi appelée PC6A (Nakagawa et cou., 1993a),

PC6B qui serait une isoforme de PC6A (Nakagawa et cou., 1993b) et PC7 (Seidah et

cou., 1996; Constam et coll., 1996). Récemment, deux autres convertases de type

subtilisine furent caractérisées: SKI-1 et NARC-1 (Seidah et cou., 1999 ; Seidah et

cou., 2003). Cependant, ces convertases ne sont pas spécifiques aux résidus basiques.

Ces convertases font partie de la famille des protéases à sérine du type

subtilisine et contiennent toutes un domaine catalytique formé des acides aminés

sérine, histidine et acide aspartique. De plus, un résidu asparagine situé près de la

triade catalytique joue un rôle important dans le mécanisme catalytique. chez PC2,

cette asparagine est remplacée par un acide aspartique. Cette substitution amène le pH

optimum dans un environnement plus acide, ce qui rendrait PC2 plus efficace au

niveau des grains de sécrétion. Les convertases ont toutes un peptide signal clivable,

une région pro qui serait impliquée dans le repliement final de l’enzyme, un domaine
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structurel ainsi qu’un domaine C-terminal unique à chaque convertase. La firme,

PC6B, SKI-1 et PC7 se différencient par le fait qu’elles comportent chacune un

domaine transmembranaire. Les convertases sont elles-mêmes synthétisées sous

forme de précurseur et leur maturation a lieu à l’intérieur de la voie de sécrétion. En

effet, pro PCI est maturé en PCi à un pH optimal situé entre 7,0 et 8,0 de façon

calcium dépendante. Ceci suggère que cette maturation s’effectue au RER.

Cependant, une seconde protéolyse du propeptide dans le TGN permet l’activation

maximale de l’enzyme. De plus, la mutation de l’acide aspartique de la triade

catalytique inhibe cette maturation, démontrant qu’elle se produit de façon

autocatalytique. Quant à la maturation de pro PC2, il semblerait qu’elle aurait lieu au

niveau du TGN ou des grains de sécrétion étant donné que le pH optimum où a lieu la

maturation se trouve entre 5,5 et 6,0 et est dépendante du calcium (Sheenant et cou.,

1995). La localisation intracellulaire des convertases montre que la furine est localisée

au niveau du TGN ainsi qu’à la surface cellulaire. Il a été démontré que la firme

voyageait entre la surface cellulaire et le TGN et qu’elle se colocalisait avec TGN3$,

une protéine résidente du TGN (Molloy et coll., 1994). Il fut aussi démontré que PCi

se localisait au TGN et qu’elle était transportée dans l’extrémité des extensions des

cellules AtT2O, plus précisément dans les grains de sécrétion (Hornby et coll., 1993).

Suite à l’analyse de la distribution des ARNm des différentes convertases, on a

montré que chacune d’elles possédaient une distribution tissulaire unique (Seidah et

coil., 1994). La furine, PACE4 et PC7 sont largement distribués à travers tous les

tissus. Par contre, seulement la furine et PC7 sont vraiment ubiquitaires (Constam et

coll., 1996). Les convertases PCi et PC2 sont principalement exprimées dans les

cellules possédant des grains de sécrétion. PC4 se retrouve dans les cellules

germinales des testicules. La PC5, quant à elle, se retrouve dans plusieurs lignées

cellulaires avec ou sans grains de sécrétion, mais est moins exprimée que la furine et
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PACE4 (Seidah et cou., 1994). Finalement, les convertases PCi et PC2 sont les deux

principales enzymes impliquées dans la maturation des prohormones.

La spécificité de clivage de PCi et de PC2 a été étudiée à l’aide de virus

recombinants de la vaccine exprimant ces deux enzymes ainsi que différents

précurseurs et ce, dans diverses lignées cellulaires. C’est ainsi qu’on a démontré que

PCi clive la proopiomélanocortine pour donner I’ACTH, la f3-lipotropine (BLPH), le

joining peptide et le fragment N-termina! 1-$0. PC2 clive la proopiomélanocortine en

3-endorphine, Œ-MSH et en un fragment N-terminal 1-107 (Benjaimet et col!., 1991;

Seidah et col!., 1992b). La prorénine humaine est clivée par PCi et non par PC2 dans

les cellules GH4 qui contiennent la voie de sécrétion régulée (Seidah et coll., 1993).

Lorsque l’on co-transfecte la prosomatostatine dans les cellules AtT2O avec

différentes convertases, celle-ci est clivée par PC2 pour donner la somatostatine S-14

O alors qu’elle est clivée par PACE 4 pour donner les formes S-2$ et S-14 dans les

cellules LoVo qui ne possèdent pas de voie de sécrétion régulée (Brakch et col!.,

1995). Cependant, la prosomatostatine est clivée par SKI-l pour générer l’antrine

(PSST l-10) lorsque l’on co-transfecte ces deux protéines dans les cellules COS-l

(Mouchantaf et cou., 2004). Cette coupure ne requiert donc pas le site Lys comme

proposé (Pradaysol et col!., 1980; Rabbani et Patel, 1990).

Après le clivage protéolytique du côté C-terminal des paires d’acides aminés

basiques, une seconde étape implique l’enlèvement de ces résidus. Cette réaction est

effectuée par l’enzyme carboxypeptidase E. Cette enzyme est une glycoprotéine

d’environ 50 kDa, ayant un pH optimal entre 5 et 6, et est stimulée par le cobalt, ce

qui la différencie des carboxypeptidases lysosomales (Fricker et Snyder, 1983).

L’activité de cette enzyme est largement distribuée dans le système nerveux central et
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sa séquence révèle une forte homologie avec les carboxypeptidases A et B (Fricker et

cou., 1986). Elle existe tant sous une forme soluble que liée à la membrane.

1.1.6 Ciblage à partir du TGN

Une fois que les protéines ont traversé l’appareil de Golgi, elles aboutissent

dans un réseau complexe constitué de vésicules et de tubules appelé TGN pour

«trans-Golgi Network». C’est au niveau de cette structure que s’effectue le

mécanisme de triage des protéines en transit dans le système vacuolaire central. C’est

donc dans ce compartiment que se départageront les protéines destinées aux

lysosomes, à la membrane plasmique ou à l’espace extracellulaire. Certaines cellules

spécialisées telles les cellules exocrines, endocrines et neuronales ont développé des

C mécanismes de tri très spécifique au niveau du TGN qui permettent de diriger les

protéines de sécrétion soit vers les vésicules de transport, qui les dirigeront très

rapidement vers l’espace extracellulaire, soit vers les grains de sécrétion, où elles

seront emmagasinées jusqu’à la stimulation de leur relargage. La façon par laquelle

s’effectue ce triage pour les protéines de sécrétion est encore mal connue. On peut par

contre imaginer que chaque molécule devant être triée au niveau du TGN possède un

déterminant moléculaire précisant une destination finale et que ce déterminant puisse

être reconnu par un récepteur spécialisé. Dans les prochaines sections, nous

résumerons les connaissances actuelles à propos des mécanismes moléculaires

régissant le triage des protéines solubles au niveau du TON.
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1.1.6.1 Ciblage des enzymes lysosomales

Les enzymes lysosomiales partagent la même voie de biosynthèse que les

protéines de sécrétion et membranaires. Ces enzymes doivent donc être triées et

acheminées vers les lysosomes. Reitman et Kornfeld (1981) ont identifié le

déterminant moléculaire responsable de la ségrégation de ces enzymes. En effet, ils

ont démontré que l’acquisition d’un phosphate sur un oligosaccharide en haut contenu

en mannose formait le déterminant responsable de la ségrégation. Cette structure est

ajoutée par une phosphotransférase qui transfert un résidu N-acétylglucosarnine 1-

phosphate au carbone six d’un groupement mannose (Waheed et coli., 1981). Cette

phosphotransférase assure la sélectivité de la modification aux enzymes lysosornales

en reconnaissant une structure tridimensionnelle présente seulement sur ces enzymes

(Reitman et Kornfeld, 1981). En effet, le groupe de Kornfeld a étudié cette structure

C avec comme modèle, des chimères de la cathepsine D et du pepsinogène. Ils ont

démontré que certains résidus dispersés dans la séquence primaire se regroupaient

tridimensionnellement et formaient ainsi un domaine potentiel de reconnaissance par

la phosphotransférase (Baranski et cou., 1991).

Dans une deuxième étape, une phosphodiester Œ-N-acétylglucosaminosidase

localisée dans l’appareil de Golgi enlève le résidu N-acétylglucosamine, ce qui permet

d’exposer le signal de ciblage formé par le mannose 6-P04 (Waheed et cou., 1981;

Deutscher et cou., 1983). Ce résidu sera reconnu par des récepteurs spécifiques situés

au niveau du TGN (Kornfeld, 1986). Deux récepteurs ont été isolés et caractérisés. Ce

sont des glycoprotéines transmembranaires de type I, qui possèdent respectivement

une masse moléculaire de 275 kDa (Sahagian et coli., 1981) et de 46 kDa (Hoftack et

Kornfeld, 1985). Le récepteur de 46 kDa lie son ligand de façon plus efficace en

présence de cations bivalents. Le complexe ligand-récepteur sera emballé dans des
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vésicules enrobées de clathrine et ciblé vers les endosomes pré-lysosomaux. La baisse

de pH dans ces organites assure la dissociation du ligand. Le récepteur sera ensuite

recyclé vers le TGN via des vésicules et le reste de l’endosome fusiomiera avec le

lysosome (Brown et cou., 1986).

1.1.6.2 Ciblage vers la voie de sécrétion régulée

Suite à la comparaison de séquences de différentes protéines de la voie

régulée, aucune séquence primaire homologue pouvant servir de signal de ciblage ne

fut trouvée. Il est donc improbable que le signal responsable du ciblage vers la voie

régulée soit de même nature que la plupart des signaux de ciblage ou de rétention

trouvés jusqu’à maintenant. Il serait par contre possible que certains résidus adjacents

tridimensionnellement et régissant le ciblage soient séparés dans la séquence

(J primaire. Ceci rendrait l’identification du signal très difficile. Jusqu’à maintenant,

plusieurs études ont porté sur l’identification d’un tel signal de ciblage vers la voie de

sécrétion régulée. Il fut démontré que ce signal n’était pas localisé au niveau du

peptide signal dans le cas du préprotrypsinogène (Burgess et coll., 1987), de la

préprosomatostatine (Sevarino et coll., 1929) et de la préprorénine (Chu et coll.,

1990). Il ne semble pas non plus que ce signal puisse être inclus dans la région pro de

quelques protéines telles la protrypsinogène (Burgess et coll., 1987), la proinsuline

(Poweli et coll., 1988), la prorénine (Chu et coll., 1990; Chidgey et Harrison, 1990),

la proenképhaline (Albert et Liston, 1993). Cependant, l’équipe de Sevarino a

pourtant proposé la région pro de la prosomatostatine comme responsable de son

ciblage vers la voie de sécrétion régulée lorsque l’on fusionnait cette région pro avec

une protéine de la voie constitutive (Sevarino et cou., 1989). Par la suite, ce même

groupe a montré que plusieurs délétions effectuées dans la région pro n’influençaient

pas le ciblage vers les grains de sécrétion et a suggéré la présence de signaux
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redondants situés à la fois dans les régions pro et hormonales de la prosomatostatine

(Sevarino et Stork, 1991). Plus récemment. il fut démontré qu’une hélice GL présente

dans la région N-terminale de la prosomatostatine était responsable de son ciblage

vers la voie de sécrétion régulée. En effet, la délétion du segment contenant l’hélice

résulte en la sécrétion constitutive du précurseur (Mouchantaf et coll.,2002). Il a

aussi été démontré récemment que le site de clivage de la prorénine en rénine était

responsable de son ciblage vers la voie régulée. En effet, la mutation de ce site, ou sa

délétion, résulte en la sécrétion constitutive de ce peptide (Brechler et coli., 1996).

Une stratégie générale utilisée afin de localiser le signal de ciblage est

l’expression hétérologue de différentes protéines de la voie de sécrétion régulée dans

diverses lignées cellulaires endocriniennes ou neuronales. Les lignées généralement

utilisées sont les cellules GH3 dérivées d’une tumeur de l’hypophyse de rat;

(J les cellules GH4 dérivées des cellules GH3 par propagation sériée (ces deux types

cellulaires sécrètent la prolactine, mais ont différents niveaux d’expression de

l’hormone de croissance (Dairnies et Tashjian, 1973)); les cellules PC12 dérivées

d’un phéochromocytome de rat et qui sécrètent la neurotensine ; les cellules Rin 5f

dérivées d’un insulinome de rat et qui produisent de l’insuline ; les cellules Neuro 2A

qui proviennent d’un neuroblastome de souris et, finalement, les cellules AtT2O

dérivées d’une tumeur du lobe antérieur de l’hypophyse de souris et qui sécrètent

l’ACTH. Suite à l’application de cette stratégie, la conclusion tirée fut que le

mécanisme de ciblage semblait universel car peu importe l’origine de la protéine

(exocrine, endocrine ou neuroendocrine), celle-ci était correctement ciblée vers la

voie de sécrétion régulée de cellules d’origine endocrine, exocrine ou neuroendocrine.

Cependant, cette théorie universelle fut mise en doute par le groupe de Rindler qui

démontra que la protéine GP-2, une protéine majeure de la membrane des grains du

L pancréas exocrine, était ciblée vers la voie constitutive dans les cellules AtT2O. Cette
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même protéine se retrouve dans les grains de sécrétion lorsqu’elle est transfectée dans

les cellules AR42J (une lignée dérivée du pancréas exocrine). Les mêmes résultats ont

été obtenus avec l’amylase, une protéine de la voie régulée des acinis pancréatiques

(Colomer et col!., 1994). Ces résultats suggèrent l’existence de deux mécanismes

différents pour l’entrée des protéines dans la voie de sécrétion régulée dans les

cellules exocrines et neuroendocrines. Cependant, il est à noter que le trypsinogène

exocrine exprimé dans les cellules AtT2O d’origine endocrine se retrouve dans la voie

de sécrétion régulée (Burgess et coli., 1985).

Une autre stratégie souvent utilisée pour étudier le signal de ciblage des

protéines de la voie régulée est la fusion entre une protéine de cette voie et une

protéine de la voie constitutive. Cette stratégie peut mettre en évidence un signal

positif car si une des protéines porte un signal et l’autre pas, la chimère se retrouvera

(J dans la voie nécessitant un signal positif. De plus, si chacune des protéines comporte

un signal et que l’un domine l’autre, la chimère se retrouvera dans la voie du signal

dominant. La chimère créée par la fusion entre la protéine G tronquée du virus de la

stomatite vésiculeuse, une protéine se trouvant dans la voie constitutive, et l’hormone

de croissance est acheminée vers les grains de sécrétion (Moore et Kelly, 1986). De la

même façon, la chimère formée du prépropeptide de la somatostatine I de la lotte et

de l’a-globine de chimpanzé (protéine cytoplasmique) est dirigée vers la voie de

sécrétion régulée dans les cellules GH3. De plus, la fusion entre les 241 premiers

acides aminés de la préproenképhaline de rat et l’extrémité C-terminale de la

prodermophine de grenouille (protéine de la voie constitutive ) est dirigée vers la voie

régulée dans les cellules AtT2O (Seethaler et col!., 1991). finalement, une étude

démontra que l’expression d’un anticorps dirigé contre la protéine régulée

sécrétogranine I dans les cellules PC 12 résulte en la présence de cet anticorps dans les

grains de sécrétion. L’expression d’un anticorps contre une protéine non-exprimée
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dans les cellules PC12 amène sa localisation dans la voie constitutive (Rosa et coIl.,

1989). Tous ces résultats sont en faveur de la présence d’un signal positif ou

dominant pour les protéines de la voie de sécrétion régulée.

L’environnement particulier présent dans le TGN et les grains de sécrétion a

aussi été la cible d’études sur le ciblage des protéines vers la voie régulée. Le pH très

acide de ces organites, 5,9 pour le TGN et de 5,2 à 5,5 pour les grains (Demaurex et

coll., 1998; Johnson, 1987), a été mis en cause par quelques groupes. Il semblerait

que l’addition de neutralisateur de pH, comme la chloroquine ou le chlorure

d’ammonium, inhibe l’accumulation des protéines dans les grains de sécrétion

(Moore et coll., 1983a; $toller et Shields, 1989; Gerdes et coll., 1989). Un

environnement acide semble donc être une composante importante du ciblage des

protéines vers la voie régulée de sécrétion. La concentration en calcium du TGN est

aussi une caractéristique du TGN. En effet, la concentration en calcium augmente en

gradient le long du système vacuolaire central, passant de 3 mM dans le RER à

environ 10 mM au niveau du TGN et de 20 à 50 mM dans les grains de sécrétion

(Sambrook, 1990; Bulenda et Gratzl, 1985).

Suite à l’observation en microscopie électronique de la formation de noyaux

denses au niveau du TGN composés de protéines de la voie régulée, on a postulé que

l’agrégation sélective des protéines était une étape essentielle dans le processus de

ciblage (Kelly, 1985; Burgess et Kelly, 1987; Pfeffer et Rothman, 1927; Huttner et

coll., 1988; Gerdes et coll., 1989; Huttner et Tooze, 1989; Tooze et coll., 1989b). Cet

agrégation serait le résultat de la concentration en calcium élevée et du pH acide du

TGN (farquhar et Palade, 1981; Orci et coll., 1987; Tooze et cou., 1987b). Ainsi, les

protéines de la voie régulée, dû à leurs propriétés physiques, s’agrégeraient dans cet

environnement. L’agrégat exclurait les protéines destinées à la voie constitutive qui
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resteraient en solution. Plusieurs études ont suggéré que certaines protéines jouaient

un rôle dans l’agrégation des protéines de la voie régulée. En effet, il fut proposé que

les granines, qui sont des protéines présentes dans les grains des cellules

neuroendocriniennes, favorisent l’agrégation d’autres protéines (Krômer et cou.,

199$). La chromogranine A, l’hormone lutéinisante et l’hormone de croissance sont

incapables de s’agréger lors d’essais d’agrégation in vitro. Par contre, suite à l’ajout

d’extrait de grains de sécrétion pituitaires, ces protéines peuvent alors co-agréger. De

plus, la prolactine qui a la capacité de s’autoagréger, agirait comme partenaire

d’agrégation dans les grains de sécrétion (Colomer et coll., 1996).

Comme suite à toutes les études portant sur l’identification du signal de

ciblage ou à l’environnement physique du TGN, deux hypothèses différentes ont vu le

jour pour expliquer la sélection du contenu protéique des grains de sécrétion. Il est à

C noter que ces deux modèles ne sont pas mutuellement exclusifs. Le premier modèle

repose sur la proposition que le TGN agit comme premier opérateur pour le ciblage

des protéines vers la voie régulée. Ce modèle appelé «Sorting-for-entry» postule

l’existence d’un ou plusieurs récepteurs associés au TGN, qui seraient responsables

du triage et du ciblage au niveau du TGN (Moore et coll., 1989; Kelly, 1987, Tooze,

1998). Puisqu’aucun récepteur n’est assez abondant pour lier stoechiométriquement

dans un rapport un pour un les protéines régulées, ce modèle propose plutôt que les

récepteurs lieraient les agrégats formés par ces protéines, en excluant les protéines

solubles de la voie constitutive (voir figure 1.4) (Thiele et cou., 1997). Évidemment,

l’identification d’un tel récepteur faisant office d’expéditeur à partir du TGN, et la

découverte d’un domaine structural présent sur les protéines régulées qui interagirait

avec ce récepteur viendraient appuyer ce modèle. Une étude récente a proposé la

carboxypeptidase E (CPE) comme récepteur. La CPE pourrait diriger les protéines

C vers les grains d’une façon entièrement indépendante de son activité enmatique
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(Cool et col!., 1997; $hen et Loh, 1997). Ce rôle potentiel de la CPE est basé en

grande partie sur des études des tissus neuroendocriniens des souris Cpef’at/Cpef’at qui

n’expriment pas de CPE. Ces cellules montrent une diminution de la maturation de

plusieurs polypeptides hormonaux et une déficience dans l’accumulation des

protéines dans les grains de sécrétion (Shen et Loh, 1997). De plus, Loh et son équipe

démontrèrent des caractéristiques de la CPE attribuables aux récepteurs. En effet, la

CPE lie la queue N-terminale de la proopimélanocortine (POMC), ce lien étant rompu

par compétition avec d’autres protéines de la voie régulée mais pas avec des protéines

constitutives. Donc, le défaut de maturation dans les souris CpJt/Cpefat fut postulé

comme réflétant seulement le mauvais ciblage des prohormones vers les grains de

sécrétion.

Cependant, ces résultats ont été mis en doute par d’autres groupes qui ont

répété les expériences sur les souris Cpef’at/Cpef’at et sur des cellules d’îlots de

Langherans de ces souris. Leurs résultats démontrent que l’insuline est correctement

ciblée vers les grains chez ce mutant (Varlamov et coli., 1997; Irminger et col!.,

1997). Parallèlement aux études sur la CPE, il fut mis en évidence que les extrémités

N-terminales de la POMC et de la chromogranine B (CgB) contiennent un motif

conformationnel en forme de courte boucle formé par un pont disulfure qui serait

responsable du ciblage de ces protéines dans les grains via une liaison à la membrane

du TGN (Chanat et coll., 1993). Cependant, de nouvelles recherches ayant démontré

que le pont disulfure n’est apparemment pas impliqué dans la liaison de la CgB à la

membrane, viennent affaiblir cette hypothèse (Yoo, $.H et Kang, Y.K, 1997). De

plus, cette boucle n’est pas présente sur chacune des protéines régulées et pourrait

l’être sur quelques protéines constitutives. Il semblerait donc prématuré d’affirmer

l’existence d’un seul système ligand-récepteur responsable du ciblage vers la voie

C régulée.



40

o

Figure 1.4 : Modèle de sécrétion : «Sorting-for-entry ».

Dans ce modèle, le ciblage vers les différentes voies de sécrétion s’effectue à partir
du TGN. Ce ciblage se fait de façon spécifique par des récepteurs.

Q
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Le second modèle proposé pour expliquer la sélection vers la voie régulée

repose sur la considération que les grains immatures seraient une extension

fonctionnelle du TGN où s’effectuerait le triage. Ces grains seraient pourvus de

mécanismes de triage, tout comme le TGN, et poulTaient déterminer quelles protéines

seraient aptes à poursuivre leur chemin vers les grains matures (Arvan et Castle,

1992, Tooze, 199$). Ce modèle appelé «$orting-by-retention» propose que l’entrée

des protéines dans la voie régulée ne soit pas dépendante d’un triage actif au niveau

du TGN. En effet, les protéines non-associées directement ou indirectement à la

membrane limitante pourraient entrer dans la phase fluide de chacune des vésicules

dérivées du TGN, donc directement en fonction du volume disponible dans les

vésicules en partance. Le ciblage des protéines régulées, selon ce modèle, serait

exécuté de façon passive et simultanée avec l’exclusion des vésicules immatures

d’une catégorie de protéines. Cette exclusion s’effectuerait via un récepteur ou

seulement par exclusion (par bourgeonnement) de la phase fluide contenant les

protéines non agrégées (voir Figure 1.5). Donc, les associations intermoléculaires

formées par les protéines régulées seraient responsables de leur rétention efficace au

niveau des grains matures. Ce modèle a été élaboré suite à l’étude des cellules f3 du

pancréas où la proinsuline est la protéine majeure des grains immatures (Huang et

Castle, 1995). Les hexamères formés par la proinsuline ne forment pas de complexes

(Steiner, 1973), cependant l’insuline mature s’agrège et augmente ainsi son efficacité

d’emmagasinage dans les grains (Arvan et cou., 1991). Par opposition, le peptide-C

nouvellement formé demeure soluble et montre une prédisposition à sortir des grains

via une voie de sécrétion appelée «constitutive-like». De plus, les hydrolases acides

du lysosome semblent être co-transportées à l’extérieur des grains immatures vers le

lysosome (Kuliawat et Arvan, 1994). En appui à cette observation, une étude

C morphologique a démontré l’existence de vésicules eurobées de clathrine qui
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C’ bourgeonnaient des grains immatures (Kuliawat et cou., 1997; Tooze et Tooze, 1986;

Orci et cou., 1985; Orci et cou., 1987). De plus, des agents bloqueurs de la perte de

clathrine des grains dans les cellules inhibent la sécrétion de protéines marquées vers

la voie «constitutive-like» (Kuliawat et Arvan, 1992). Ces résultats appuient

l’hypothèse voulant que le bourgeonnement vésiculaire des grains immatures joue un

rôle important dans le ciblage à la voie régulée et apportent des éléments nouveaux

sur l’existence d’une nouvelle voie de sécrétion.

.
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Figure 1.5 : Modèle de sécrétion: «Sorting-by-retention».
Ce modèle propose plutôt les grains immatures comme compartiment de sélection. Le
triage s’y effectuerait de façon passive par maturation des grains lors de l’exclusion
des protéines non agrégées, soit par liaison à un récepteur ou par bourgeonnement de
la phase fluide.

o



45

o

o

o

Modèle “sortinq-by-retention’

Vesiculesdeo O
‘constitutive-like

Grain de sécrétion
immature

t



46

C
1.2 La prosomatostatine

Les connaissances détaillées de la structure primaire de la prosomatostatine et

de ses fragments maturés font de cette protéine un bon modèle d’étude pour la

maturation de précurseurs. La prosomatostatine humaine est encodée dans un seul

gène qui est exprimé dans les cellules du système nerveux central, des ilôts

pancréatiques et du tube gastrointestinal (Spiess et Vale, 1980; Bravo et coli., 1980;

Goodman et cou., 1983; Morel et coil., 1989). Ce gène code pour un polypeptide de

92 acides aminés, précédé d’un peptide signal de 24 acides aminés (Montminy et

cou., 1984). La prosomatostatine possède trois sites de clivage reconnus par les

convertases. La maturation s’effectue principalement dans la portion C-terminale de

la protéine et génère deux formes bioactives: la somatostatine-14 (S-14) et la

C somatostatine-2$ (S-28) (Patel et O’Neil, 198$) qui sont le résultat de coupures au

niveau du doublet Arg-Lys en position -2 et -1, respectivement, et au niveau du résidu

Arg en position -15 par rapport à l’extrémité N-terminale du peptide S-14 (voir Figure

1.6). De plus, un second site monobasique Lys en position -66, donc en N-terminal du

précurseur, est aussi proposé comme site de coupure. Cette coupure génèrerait un

peptide de 10 acides aminés suite à l’enlèvement de deux résidus par la CPE

(Pradaysol et coIl., 1980; Rabbani et Patel, 1990). Cependant, il a été démontré

récemment que ce peptide, nommé antrine, était plutôt clivé par SKI-1 en amont du

site Lys -66 (Mouchantaf et coll., 2004).

La séquence de ces sites de clivage a été totalement conservée au cours de

l’évolution chez les vertébrés (Benoit et coll., 1990; Argos et coll., 1983; Conlon,

1990). Les deux peptides S-14 et S-2$ montrent des activités biologiques comme

l’inhibition de la sécrétion d’insuline, de glucagon et de l’hormone de croissance



47

(Reichiin, 1983). Cependant, leur distribution n’est pas homogène; le peptide S-14 est

prédominant dans le cortex alors que l’hypothalamus présente des proportions

équivalentes de S-14 et de S-2$. La S-28 est aussi retrouvée au niveau du petit

intestin (Patel et coll., 199$; Gomez et coll., 1983). Cette maturation spécifique peut

être expliquée par la présence de différentes enzymes de maturation dans les cellules

ou par le ciblage spécifique du précurseur vers différentes voies de sécrétions.
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Figure 1.6: Schéma représentant la prosomatostatine et ses produits de
maturation.
PSS: prosomatostatine. S-28: somatostatine-28, S-14: somatostatine-14, PSS-1 -10:
prosomatostatine- 1-10

o
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1.3 But du travail

Le ciblage des protéines au niveau du TGN implique la présence d’un ou de

plusieurs signaux afin que ces dernières atteignent leur destination finale dans la

cellule. Dans le cas de la ségrégation des protéines vers la voie de sécrétion régulée,

ces signaux sont encore méconnus. Une des hypothèses avancées jusqu’à maintenant

repose sur l’existence d’une composante responsable de la reconnaissance d’un signal

porté par les protéines destinées à cette voie de sécrétion régulée. Ce signal pourrait

être formé d’acides aminés contigus ou d’une structure tridimensionnelle particulière.

Le but de ce travail est de développer un modèle d’étude afin de mieux

caractériser la nature du signal de ciblage vers la voie de sécrétion régulée. Pour ce

C faire, la prosomatostatine humaine fut exprimée par transfection stable de son ADNc

dans la lignée cellulaire AtT2O. Nous avons d’abord produit des anticorps

polyclonaux dirigés spécifiquement contre la région pro de la prosomatostatine afin

de suivre la protéine entière dans la cellule. Puis, à l’aide du génie génétique, nous

avons construit deux protéines de fusion. La première protéine de fusion consiste en

la prosomatostatine fusionnée à son extrémité C-terminale à un peptide provenant de

la protéine hémaggiutinine A (HA) du virus influenza. Étant donné l’existence

d’anticorps commerciaux dirigés contre ce peptide, cette stratégie nous donne aussi la

possibilité de suivre notre modèle d’étude dans la cellule. La deuxième protéine de

fusion consiste en l’amylase pancréatique du rat fusionnée au N-terminal de la

prosomatostatine humaine. Cette stratégie permettra de démontrer si l’amylase, une

protéine dirigée vers la voie constitutive dans les cellules AtT2O, pourra être déviée

vers la voie régulée lorsque jumelée avec une protéine empruntant cette voie. Ces
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Q résultats permettront de préciser si le signal porté par la prosomatostatine est

dominant lors du ciblage de cette chimère à partir du TGN.

C
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C CHAPITRE 2- MATÉRIEL ET MÉTHODES

2.1 Matériel

Le vecteur pGEX-21 a été acheté chez Pharmacia alors que les vecteurs

pRc/CMV proviennent de chez INVITROGEN. Toutes les enzymes de restriction et

de modification proviennent de chez Pharmacia sauf la DNA polymérase

thermostable Deep Vent et le tampon pour la réaction de PCR qui proviennent de

chez NEB. Les produits radioactifs proviennent de chez ICN. Les billes Glutathione

Sepharose 43 ont été achetées chez Pharmacia et la thrombine chez Sigma. La

protéine A-Sépharose CL-4B provient de chez Pharmacia. Les anticorps anti

Amylase, anti-Somatostatine S2$ et $14 sont un don du Dr. Denis LeBel. Les

C anticorps anti-HA (Hemaglutinine A) sont produits dans notre laboratoire. Tous les

produits de culture cellulaire ainsi que les godets montés sur lame de microscope ont

été obtenus chez Gibco-BRL. Les pétris de 100 mm de diamètre utilisés pour la

culture des cellules sont de Corning. La lignée cellulaire AtT2O provient de chez

American Type Celi Culture. Les tubes de polypropylène utilisés pour les

transfections proviennent de chez Sarstedt. La bréfeldine A et le 8-Br-cAMP

proviennent de chez Sigma. Les anticorps couplés proviennent de chez Vector

Laboratories.

2.2 Tampons

PBS: «Phosphate buffered saline»

Na7HPO4, 6.5 mM, KH,PO4 1.5 mM, NaCl 137 mM, KC1 2.7 mM.

HBS 2X: «HEPES buffered saline»
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O HEPES 50 mM, NaC1 280 mM

TE iX: Tris lmM pH 8.0, EDTA 0.1 mMpH 8.0

Tampon $orensen 4X:

Na2HPO4 321.2 mM, KH2PO4 78.9 mM

TTBS: «Tris and Tween buffered saline»

0.2% de Tween —20 et 150 mM de NaC1 dans un tampon TRI$-HC1 100 mM

pH 7.5

Tampon d’immunoprécipitation RIPA: « Radioimmune Precipitation Buffer»

20 mM Tris pH 7.4, 150 mM NaC1

1% Sodium Déoxycholate, 1% Triton X100, 0.1% SDS, 1 mM PMSF,

lmg/ml d’inhibiteur de trypsin et 0.5 mM EDTA.

Tampon lavage 1: Tampon RIPA mais avec 500 mM NaCl.

Tampon lavage 2 : Tampon RIPA mais avec 250 mM NaC1

Tampon d’Élution Glutathione:

10 mM glutathione réduite dans 50 mM Tris HC1 (pH 8.0)

Solution de Laemmli 5X:

2% de SDS, 10% de glycérol, 2% de mercaptoéthanol et 0.01% de bleu de

bromophénol dans du tampon Tris-HC1 62.5 mM pH 6.8 (Laemmli, 1970).
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2.3 Méthodes

2.3.1 Construction des différents plasmides

Les différentes constructions ont été effectuées à l’aide de techniques

courantes utilisées en biologie moléculaire (Sambrook et col!., éds. 1987). Nous ne

nous attarderons pas à une description détaillée des étapes suivies pour la construction

de chaque plasmide. Seul un bref résumé sera donné. La figure 2.1 montre la

séquence de la préprosomatostatine ainsi que les régions non codantes qui ont été

utilisées pour faire les amplifications par PCR pour les constructions.

2.3.1.1. Construction du plasmide pGEX-2T-région Pro

o
Le vecteur pGEX est un vecteur d’expression bactérienne utilisé pour créer

une protéine de fusion à la GST (Glutathione-S-transférase). Ce vectetir contient le

gène de résistance à l’arnpicilline servant à la sélection des bactéries ayant reçu le

vecteur, et un promoteur tac sous le contrôle duquel notre protéine sera exprimée. La

pro région de la prosomatostatine a été amplifiée par PCR à partir du vecteur

pRc/CMV contenant la prosomatostatine humaine en entier (don du Dr Nouredine

Brakch) et cloné dans le vecteur PCR 2.1 afin d’en vérifier la séquence. Les sites de

restriction BarnHl et EcoPJ ont été ajoutés par les amorces de PCR. Suite à la

digestion du vecteur PCR 2.1 par ces enzymes, la région pro fut clonée dans pGEX

2T, (préalablement digéré avec les mêmes enzymes) en aval de la séquence de la GST

(Voir figure 2.2).
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Figure 2.1. Séquence de 1’ADNc de la préprosomatostatine humaine. La séquence
en acides aminés est indiquée et numérotée selon le premier résidu faisant partie de la

Q somatostatine-14. Le peptide signal s’étend du résidu Met en position -102 au résidu
Gly en -79. Le propeptide s’étend du résidu Ala en -7$ jusqu’au résidu Arg en -15 et
la portion somatostatine-28, du résidu Ser en -14 jusqu’au résidu Cys en 14. Le
peptide somatostatine-14 s’étend des résidus 1 à 14.
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-102 -92

met leu ser cys arg leu gin cys ala
CGGCTTTCGCGGCGCCGAG ATG CTG TOC TGC CGC CTC CAG TGC GCG

—90 —80

ala leu ala aÏa ser ile val leu ala leu gÏy cys val thr
CTG CGT GCG CTG TOC ATC GTC CTG GCC CTG GGC TGT GTC ACC

—70

gly U ala pro ser asp pro arg leu arg gin phe leu gin lys
GGC GCT CCC TCG GAC CCC AGA CTC CGT CAG TTT CTG CAG AAG

—60

ser leu ala ala ala ala gly lys gin glu leu ala lys tyr
TOC CTG GCT GCT GCC GCG GGG AAG CAG GAA CTG GCC AAG TAC

—50 —40

phe leu ala glu leu leu ser glu pro asn gln thr glu asn
TTC TTG GCA GAG CTG CTG TCT GAA CCC AAC CAG ACG GAG AAT

—30

asp ala leu glu pro glu asp leu ser gin ala ala glu gin
GAT GCC CTG GAA OCT GAA GAT CTG TCC CAG GCT GCT GAG CAG

—20 —15 —10

asp glu met arg leu glu leu gin arg ser ala asn ser asn
GAT GAA ATG AGG CTT GAG CTG CAG AGA TCT GCT AAC TCA AAC

—2 —1 1

pro ala met ala pro arg glu arg lys aia gly cys lys asn

CCG GCT ATG GCA CCC CGA GAA 0GO AAA GCT GGC TGC AAG AAT
10 14

phe phe trp lys thr phe thr ser cys AM
TTC TTC TGG AAG ACT TTC ACA TOC TGT TAG CTTTCTTAACTAGTA

TTGTCCATA.
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‘1

Figure 2.2. Construction du vecteur pGEX-2T-région Pro de la

prosomatostatine. Les sites de restriction requis pour le clonage de notre séquence
dans le vecteur pGEX-2T furent ajoutés par PCR avec des oligonucléotides (en
italique) complémentaires aux extrémités de notre séquence contenue dans le vecteur

pRc/CMV. Un fois cloné dans le vecteur intermédiaire PCR 2.1, le fragment fut

digéré avec les enzymes BamHI et EcoPJ et inséré dans le vecteur pGEX-2T, en aval

de la séquence de la GST.
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p -70
Site BamHl aia pro set asp pro erg leu arg gin phe leu gin lys ser
GGA TCC GCT CCC TCG GAC CCC AGA CTC CGT CAG TTT CTG CAG AAG TCC

leu ala ala ala ala gly lys gin glu leu ala lys tyr plie
CTG OCT GCT GCC GCG GGG AAG CAG GAA CTG GCC AAG TAC TTC

leu ala glu leu leu ser glu pro asn gin thr glu asn asp
TTG GCA GAG CTG CTG TCT GAA CCC AAC CAG ACG GAG AAT GAT

—30
ala leu glu pro glu asp leu ser gin ata ala glu gin asp
GCC CTG GAA CCT GAA GAT CTG TCC CAG GCT GCT GAG CAG GAT

—20
glu met arg leu glu leu gin
GAA ATG AGG CTT GAG CTG CAG

CTC GAC GTC CCT T4AG

Site EcoRi

PCR
Clonage dans PCR 2.1 pour séquençage
Digestion par BamHI et EcoPJ du PCR 2.1
et de pGEX-2T.
Isolement du fragment et du vecteur pGEX-2T.
Ligation

G
Thrnmhin

‘Leu Val Pro AroGiy SeriPro Civ lie His Arc Àsp
CIG GU CCG CGT1GGA TCp.CCG GS3 AU CAT CGiCICI..CG

BarnH I Sma I EcoR I Stop codons

Pet I
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2.3.1.2. Construction des plasmides pRc/CMV prosomatostatine-HA et

pRc/CMV amylase-prosomatostatine

Le vecteur pRc/CMV contenant la prosomatostatine humaine fut amplifié par

PCR afin d’obtenir la protéine de fusion prosornatostatine-HA. Une des amorces

utilisées représentées à la figure 2.3 possède un site de restriction Bstxl précédé de la

séquence de la protéine Hemaglutimine A du virus de l’Influenza contenant le codon

de terminaison. Le fragment obtenu par PCR, où l’enzyme Vent fut utilisé, fut cloné

dans le vecteur PCR 2.1 afin d’en vérifier la séquence. Le vecteur PRC 2.1 contenant

le produit de PCR et le vecteur pRc/CMV-prosomatostatine furent digérés par

l’enzyme BstXl et les bandes correspondant au produit de PCR et au vecteur

pRc/CMV furent purifiées sur gel et joints entre eux grâce à la ligase.

Le vecteur pRc/CMV est un vecteur d’expression utilisé dans les cellules

mammifères. Ce vecteur contient un gène de résistance à l’ampicilline servant à la

propagation et à la sélection des bactéries, un gène de résistance à la néomycine et un

promoteur du cytomégalovirus sous le contrôle duquel notre protéine sera exprimée.

Le signal de polyadénylation est celui de l’hormone de croissance.

Le vecteur pRc/CMV exprimant la protéine de fusion amylase

prosomatostatine est un don généreux du Dr. Denis LeBel. La fusion comprend

l’amylase pancréatique complète du rat suivit de la séquence complète de la

prosomatostatine humaine en C-terminal. Cependant, la prosomatostatine est mutée

en son premier site de maturation protéolytique libérant le peptide S-28. En effet, le

singulet Arg’5 a été remplacé par une asparagine, rendant ainsi impossible la

maturation au niveau du TON afin de suivre la protéine entière dans la cellule (voir

figure 3.6).
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Figure 2.3. Construction du vecteur pRc/CMV-prosomatostatine-HA. La
séquence de la préprosomatostatine contenue dans le vecteur pRc/CMV
préprosomatostatine fut amplifiée par PCR entre les deux amorces exposées en
italique. Un des deux oligonucléotides apporte un site de restriction Bstxl précédé de
la séquence de la protéine Hemaglutimine A du virus de l’Influenza contenant le
codon de terminaison. Un autre site de restriction Bstxl est déjà présent dans la
séquence de la préprosomatostatine (U). Un fois cloné dans le vecteur intermédiaire
PCR 2.1, le fragment généré par amplification fut digéré avec l’enzyme de restriction
Bstxl et inséré dans le vecteur pRc/CMV-préprosomatostatine original prédigéré avec
la même enzyme.
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-102
met leu set cys arg leu gIn cys ala

CGGCTTTCGCGGCGCCGAG ATG CTG TCC TGC CGC CTC CAG TGC GCG

—90

ala leu ala ala ser ile val leu ala leu gly cys val thr
CTG CGT GCG CTG TCC ATC GTC CTG GCC CTG GGC TGT GTC ACC

—70

gly IJ ala pro set asp pro atg leu atg gIn phe leu gIn lys
GGC GCT CCC TCG GAC CCC AGA CTC CGT CAG TTT CTG CAG AAG

—60

set leu ala ala ala ala gly lys gIn glu leu ala lys tyt
TCC CTG GCT GCT GCC GCG GGG AAG CAG GAA CTG GCC AAG TAC

—50 —40

phe leu ala glu leu leu set glu pto asn gin thr glu asn
TTC TTG GCA GAG CTG CTG TCT GAA CCC AAC CAG ACG GAG AAT

—30

asp ala leu gIti pto glu asp leu set gIn aia ala glu gIn
GAT GCC CTG GAA CCT GAA GAT CTG TCC CAG GCT GCT GAG CAG

—20 —15 —10

asp glu met atg leu glu leu gin atg set ala asn set asn
GAT GAA ATG AGG CTT GAG CTG CAG AGA TCT GCT AAC TCA AAC

—2 —1 1

pto ala met ala pro atg glu arg lys ala gly cys lys asn
CCG GCT ATG GCA CCC CGA GAA CGC AAA GCT GGC TGC AAG AAT

10 14 3’-c TTA

phe phe trp lys tht plie lOt set cys
TTC TTC TGG AAG ACT TTC ACA TCC TGT TAG

AAG AAG ACC TTC TGA AAG TGT AGG ACA ACA CCA AGA CCA ATA

GGA ATG CTG CAG GGT CTA ATA CGG ACT GGT AGT GTG ACC-5’

stop

PCR
Clonage dans PCR2.1 pour séquençage
Digestion des vecteurs PCR 2.1 et de
pRc-CMV-préprosomatostatine par BstXI
Isolement du fragment et du vecteur pRc-CMV
,et ligation
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Ç 2.3.2 Expression de la protéine de fusion GST —région pro et

immunisation

Des bactéries E. cou de souche 3L2 1 contenant notre vecteur pGEX-2T-région

pro (voir section 2.2.1.1) sont ensemencées dans 500 ml de milieu de culture (2 x YT

avec 2% de glucose et contenant 100 ig/rnl d’ampicilline) avec 7.5 ml de préculture.

La croissance bactérienne est amenée à une densité optique A600 de 0.6-0.8 à 37°C.

L’induction de la production de notre protéine de fusion est effectuée suite à l’ajout

d’IPTG 100 mM (0.1 mM final) suivi d’une incubation de 2 heures. Le milieu de

culture est ensuite centrifugé 10 minutes à 5 000 rpm et le culot resuspendu dans 25

ml de tampon STE contenant des inhibiteurs de protéases, 5 mM de DTT et 1% de

sarkosyl. Une sonification de 10 fois 10 secondes est ensuite effectuée. Un volume de

250 pi de Triton X100 est ajouté suivi d’une agitation de 30 minutes. On centrifuge

ensuite 20 minutes à 10 000 rpm à 4°C. Au surnageant, on ajoute 500 111 de billes

G$4B 50% et on agite sur roue 12 heures à 4°C. Les billes sont ensuite décantées,

resuspendues et lavées 3 fois au PBS. Les billes sont éluées 3 fois dans 500 tl de

tampon d’élution glutathione contenant 0.25% de sarkosyl. La dernière élution

s’effectue 12 heures à 4° C sur roue. La thrombine est ensuite ajoutée à l’éluat à

raison de 1 unité pour 100 ig de protéines de fusion. L’éluat clivé à la thrombine est

ensuite chargé sur gel SD$-PAGE. La protéine de fusion maintenant clivée est ensuite

visualisée sur le gel. La bande correspondante à la protéine détachée de la GST est

découpée du gel et homogénéisée dans 1 ml de PBS contenant 1% de saponine avec

un polytron. Cet homogénat est ensuite injecté chez le lapin. Environ 300 tg de

protéine furent injectés trois fois à chacun des deux lapins avec un mois d’intervalle

entre chacune des injections. Les lapins sont ensuite sacrifiés et le sérum est testé

pour la présence d’anticorps.
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2.3.3 Culture cellulaire

Les solutions utilisées sont décrites dans la section 2.1 .1

2.3.3.1 Conditions de culture

Toutes les lignées cellulaires sont cultivées dans un incubateur humidifié à 370

C sous une atmosphère contenant 5% de C02. La lignée cellulaire AtT2O est cultivée

dans du DMEM contenant 10% de sérum foetal bovin (FB$), 5% de sérum de cheval

(Horse), 5% de sérum Nu, 1% d’une solution de pénicilline/streptomycine (10 000

U/ml et 20 000 U/ml respectivement) et 0.1% de fongizone (250 ig/m1

d’amphotéricine B). Les cellules LLCPKI sont cultivées dans du milieu 199

contenant 5% de fBS et 0.5% d’une solution de pénicilline-streptomycine (10 000

u/ml et 20 000 ig/ml respectivement). Les cellules sont cultivées dans des pétris de

100 mm de diamètre.

2.3.3.2 Passage des cellules

Après avoir décanté le milieu dans lequel baignent les cellules, ces dernières

sont rincées avec 2 ml de PB$. Ensuite, 2.5 ml de trypsine-EDTA sont ajoutés sur les

cellules. Cette solution permet la dissociation des cellules et détruit leur adhérence au

pétri. Les cellules sont ensuite déposées dans l’incubateur à 37°C. La durée de

l’incubation varie selon le type de cellules (1 à 2 minutes pour les AtT2O. jusqu’à 10

minutes pour les LLCPK). La trypsine est inactivée par l’ajout de 1.5 ml de milieu de
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culture. Les cellules sont resuspendues à l’aide d’une pipette de 5 ml et quelques

gouttes de cette suspension sont distribuées dans un nouveau pétri dans lequel du

milieu a été préalablement déposé.

2.3.3.3 Congélation des cellules

Pour la congélation des cellules, les mêmes étapes que celles effectuées pour le

passage des cellules sont exécutées. Après avoir inactivé la trypsine et resuspendu les

cellules, ces dernières sont récupérées par centrifugation (10 minutes à 500 g) dans un

tube de 15 ml. Le surnageant est décanté et écarté. Les cellules sont ensuite

resuspendues dans du DMEM contenant 20% de FBS, 10% de Horse, 10% de Nu et

10% de DM$O. Cette suspension est transférée dans un cryotube qui sera placé dans

C un portoir en styrornousse placé à —70°C, ce qui permet de garder les membranes

cellulaires en bon état. Les cellules seront ensuite transférées dans l’azote liquide.

2.3.3.4 Décongélation des cellules

Les cellules sont rapidement dégelées à 3 7°C. Le cryotube est rincé à l’éthanol

95% pour en stériliser les parois externes. Le contenu du cryotube est transvidé dans

un pétri. Dix ml de milieu contenant le double de sérum est ajouté goutte à goutte. Le

premier ml doit être ajouté très lentement afin de ne pas créer de choc aux cellules. Le

pétri est ensuite placé dans l’incubateur. Une fois les cellules attachées, le milieu est

changé pour du milieu de culture.
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C
2.3.3.5 Transfection

Les cellules ont été transfectées avec les différents vecteurs par la méthode de

coprécipitation au calcium-phosphate (Wigler et cou., 1977). Dix tg d’ADN sont

requis par pétri de 100 mm. L’ADN de départ doit être dans un volume final de 400

tl contenant 0.01 M d’acétate de magnésium et 0.3 M d’acétate de sodium pH 5.0

auquel on ajoute 1 ml d’éthanol 95%. L’ADN est précipité par une incubation de 20

minutes à —70°C suivi d’une centrifugation de 15 minutes à 16 000 g. Le microtube

est ensuite considéré comme stérile, donc toutes les manipulations subséquentes

seront effectuées sous la hotte à flux laminaire avec des solutions stériles. Après

l’enlèvement du surnageant, le culot est séché puis resuspendu dans 100 pi de TE 0.1

X. La préparation du précipité s’effectue comme suit: deux tubes de polypropylène

sont utilisés et identifiés A et B respectivement. On dépose dans le tube A, 500 tl

d’HBS 2X et 10 jii de Na2HPO4 0.07 M. Dans le tube B, on dépose 337.5 j.il d’H20

et 12.5 p.l de CaCl2 2 M. L’ADN, en solution dans le TE 0.1X, est ajouté goutte à

goutte au tube B ainsi que 50 pi de CaC12 2 M. On ajoute par la suite le contenu du

tube B, goutte à goutte à l’aide d’une pipette pasteur, au tube A en faisant barboter de

l’air à l’aide d’une seconde pipette pasteur à raison de 1 à 2 bulles d’air par goutte.

Une solution turbide sera obtenue après 20 minutes d’attente. Le co-précipité

calcium-phosphate est donc formé. Cette suspension sera distribuée sur les cellules

dont le milieu a été remplacé par 10 ml de milieu frais. Le précipité est ajouté goutte à

goutte et le pétri est agité par des mouvements perpendiculaires. Les cellules sont

ensuite replacées dans l’incubateur (37°C, 5% CO2) pour environ 4 heures. Un choc

au glycérol sera effectué par la suite, ce qui augmentera l’efficacité de la transfection.

Le milieu des cellules est remplacé par 1 ml de glycérol 15% dilué dans du milieu de

culture. Le pétri est agité pendant une minute sous la hotte. Suivent ensuite trois
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lavages avec 2 ml de milieu. On ajoute 10 ml de milieu frais et on incube 42 heures.

Pour terminer, le marqueur de sélection est ajouté: 400 ig/ml de G41 8.

2.3.4 Extraction des protéines cellulaires et ana]yse

Les cellules et le milieu de culture à analyser sont récoltés lorsque les cellules

ont atteint une confluence de 70 à 80%. Le jour précédent la récolte, les cellules sont

rincées trois fois au PBS et 4 ml de milieu sans sérum est ajouté (DMEM ou 199

selon le type de cellule, contenant 1 ig/ml de BSA, 2.5 tg/rnl d’insuline, 17.5 ig/ml

de transférine, 10 ig/ml d’aprotinine, 100 tg/ml de SBTI et 20 tM d’éthanolamine).

Avant d’être récoltées, les cellules demeurent 16 heures dans le milieu sans sérum.

Suite à la récolte, le milieu est centrifugé à 100 g pendant 10 minute et le surnageant

est recueilli. Le surnageant est ensuite concentré sur Centriprep 3. Quant aux cellules,

elles sont rincées 3 fois au PBS puis 1.5 à 2 ml de tampon RIPA est ajouté. Les

cellules sont grattées à l’aide d’un policeman. Les cellules prennent alors une

consistance visqueuse suite à la relâche de leur ADN. Après une incubation de 15

minutes sur glace, les débris ainsi que les membranes cellulaires sont sédimentées par

centrifugation à 13 000 g pendant 15 minutes. Le surnageant est conservé à 200 C

jusqu’à analyse. Un dosage de protéines totales Bradford est effectué sur chaque

échantillon.

Pour analyse sur SDS-PAGE, du tampon Laemmli 5X est ajouté aux échantillons

d’extraits cellulaires et de milieux concentrés. Les échantillons sont bouillis, déposés

sur le gel d’acrylamide en conditions dénaturantes. La migration est effectuée à 200

volts pendant environ 1 heure. Après l’électrophorèse, les protéines sont ensuite

électrotransférées sur membrane de nitrocellulose. Ce transfert s’effectue sur un

support à transfert pendant une heure à 250 mA. Le transfert terminé, la présence de
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la protéine est révélée par immunodétection. La membrane sera saturée par une

incubation d’une heure dans du tampon TTBS contenant 5% de BSA. La membrane

est ensuite incubée en présence d’anticorps spécifiques à la protéine recherchée et

produits chez la souris ou le lapin. Cet anticorps est dilué dans le tampon TTBS.

Après incubation, la membrane est lavée trois fois pendant 5 minutes avec du tampon

TTB$. La membrane est ensuite incubée en présence d’un deuxième anticorps anti

IgG de souris ou de lapin couplé à la peroxydase. Le substrat fluorescent (Luminol)

de l’enzyme est ensuite ajouté après trois lavages au TTBS et la membrane est

exposée sur film Kodak après assèchement sur papier.

2.3.5 Immunofluorescence

L’immunofluorescence est effectuée sur 1 x cellules AtT2O en culture qui

ont été préalablement dispersées dans des godets <Lab-Tek» montés sur lame de

microscope. Les cellules sont incubées dans du milieu synthétique sans sérum avec

100 ng/ml de NGf (nerve growth factor) pendant 24 heures afin de favoriser

l’apparition d’extensions. Les cellules sont ensuite fixées pendant 1 heure à 4°C dans

du tampon Sorensen (0.1 M, pH 7.4) contenant 4% de paraformaldéhyde. Elles sont

ensuite lavées 3 fois avec du PB$ 0.01 M, pH 7.4. Les cellules sont ensuite incubées

30 minutes dans du PBS contenant 50 mM de chlorure d’ammonium afin de

neutraliser les aldéhydes du fixateur. Les membranes sont ensuite perméabilisées avec

une solution de PBS contenant 0.005% de saponine pendant 30 minutes. Les liaisons

non spécifiques sont diminuées en incubant les cellules dans du PBS contenant

0.005% de saponine et 0.2% de gélatine pendant 30 minutes. Une incubation avec le

premier anticorps dilué dans la solution de PBS-saponine-gélatine (dilution 1/750

pour l’anticorps polyclonal produit chez le lapin reconnaissant l’amylase) est ensuite

effectuée pendant 1 heure. Ce premier anticorps est dirigé contre la protéine d’intérêt.
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Suite à l’incubation, 3 lavages de 10 minutes sont effectués avec la solution de PBS

saponine-gélatine. Les prochaines étapes sont effectuées dans le noir car une

exposition prolongée à la lumière diminue fortement le signal d’imrnunofluorescence.

Les cellules sont ensuite incubées pendant 1 heure avec le deuxième anticorps

conjugué avec la fluorescéine (dilution 8 tg/ml d’anti IgG de lapin couplé à la

fluorescéine). Le deuxième anticorps est un anti IgG de l’espèce utilisée pour faire le

premier anticorps. Après l’incubation avec le deuxième anticorps, les cellules sont

lavées 3 fois pendant 10 minutes avec la solution de PBS-saponine-gélatine. Les

godets sont ensuite retirés de la lame et une lamelle est déposée et scellée avec une

colle caoutchouc. Les cellules sont ensuite observées avec un microscope Zeiss à un

grossissement de 400X.

C 2.3.6 Stimulation de la sécrétion

Les tests de stimulation de sécrétion ont été effectués sur 1 x 106 cellules

AtT2O préalablement dispersées dans des pétris de 60 mm. Après deux jours

d’incubation à 37°C (5% C02), le milieu est changé pour 1 ml de milieu synthétique

contenant 5 mM de sodium butyrate et les cellules sont incubées 12 heures

supplémentaires. Le milieu est récolté et remplacé pour 1 ml de milieu synthétique

contenant 5 mM de sodium butyrate et 10 mM de 8-BrcAMP. Le milieu récolté est

centrifugé 10 minutes à 400 g et le surnageant est concentré 5 fois sur Centricon 3.

Les cellules sont ensuite incubées à 37°C, 5% C02 pendant 2 heures. Après cette

dernière incubation, le milieu est récupéré est centrifugé 10 minutes à 400 g. Le

surnageant est ensuite conservé et concentré 5 fois sur Centricon 3. Les cellules sont

homogénéisées dans 500 tl de RIPA à l’aide d’un policeman. Les échantillons sont
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ensuite chargés sur gel de SDS-PAGE et une analyse par transfert western est

effectuée.

2.3.7 Marquage métabolique et chasse

Le marquage métabolique est effectué sur 1 x 106 cellules AtT2O en culture

préalablement dispersées dans des pétris de 60 mm. Ces cellules sont incubées deux

jours à 37°C, 5% C02 pour permettre un bon attachement au pétri. Le milieu est

ensuite changé pour 2 ml de milieu DMEM (sans sérum) sans méthionine et cystéine

pour permettre l’incorporation sélective de méthionine et cystéine marquées

radioactivement. Du sodium butyrate 10 mM est aussi ajouté pour induire la

production de notre protéine. Cette incubation est effectuée pendant 20 minutes à

37°C. Puis le milieu est changé pour 1 ml de milieu de marquage contenant du

DMEM met7cys et 50 i.iCi/pétri de méthionine [35S] et de cystéine [35$]. Les

cellules sont incubées 1 heure à 37°C, 5% C02. Après cette incubation, une seconde

incubation de 2 heures que l’on appelle chasse, est effectuée dans 1 ml de milieu

DMEM met7cys contenant 0.6 mM de méthionine froide. Ce milieu est ensuite

récolté et centrifugé 10 minutes à 400 g. Le surnageant est ensuite conservé à 4°C

suite à l’ajout de 500 pi de tampon RIPA contenant des inhibiteurs de protéases. Les

cellules sont lavées 3 fois au PBS à 4°C. Elles sont ensuite grattées à l’aide d’un

policeman dans 1.5 ml de tampon RIPA-Lyse contenant des inhibiteurs de protéases

(voir tampons, section 2.1.1) et conservées à 4°C jusqu’à I’immunoprécipitation. Lors

des essais avec la bréfeldine A (BfA), 10 Ig/ml de BFA sont ajoutés au milieu tout

au long du marquage et de la chasse.



70

2.3.8 Immunoprécipitation

L’immuniprécipitation est effectuée sur le milieu de chasse et sur les cellules

homogénéisées. L’anticorps dirigé contre la protéine d’intérêt est ajouté. Dans notre

cas, l’anticorps anti-amylase est ajouté à une dilution finale de 1/500 dans le tampon

RJPA. On incube ensuite le milieu de chasse et les cellules avec les anticorps à 4°C

pendant 12 heures sur roue.

La protéine A Sépharose est ensuite ajoutée à raison de 20 tl de 40 mg/ml

pour 1.5 ml de matériel. La protéine A de Staphylococcus aureus est liée à des billes

de sépharose. Ainsi, la protéine A lie l’anticorps primaire et une précipitation a lieu.

Les billes sont lavées 3 fois avec chacun des tampons de lavage (voir section 2.2.1).

Elles sont ensuite resuspendues dans 40 d de tampon de chargement Laernmli 5X et

Q bouillies quelques minutes. Après sédimentation des billes, le surnageant est analysé

sur gel SDS-PAGE. Suite à l’électrophorèse, le gel est fixé, séché et exposé sur film

Kodak X-OMAT à -70°C.
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O CHAPITRE 3- RÉSULTATS

Dans le but de mieux caractériser la nature du signal impliqué lors du ciblage

des protéines vers la voie de sécrétion régulée, nous avons développé un modèle

d’étude dans lequel 1’ADNc de la prosomatostatine fut transfecté dans les cellules

neuroendocrines AtT2O. Afin de suivre notre protéine modèle entière dans son transit

vers la sécrétion régulée, nous avons produit des anticorps contre la région pro de la

protéine. Nous avons aussi créé deux chimères où l’une est formée d’un peptide

provenant de la protéine hémagglutinine A (HA) du virus influenza fusionnée à la

prosomatostatine à son extrémité C-terminale et la seconde consiste en l’amylase

pancréatique de rat aussi fusionnée à la prosomatostatine, mais en son extrémité N

terminale. Cette dernière fusion nous permettra de connaître si la portion

prosomatostatine est dominante dans le ciblage vers la voie régulée de sécrétion.

C
3.1 Production d’anticorps polyclonaux dirigés contre la région

pro de la prosomatostatine humaine chez le lapin.

Afin de produire des anticorps polyclonaux dirigés contre la région pro de la

prosomatostatine humaine, nous avons utilisé le système d’expression pGEX-2T de

Pharmacia. En effet, la séquence codant pour la région pro de la prosomatostatine

(voir figure 2.1) fut clonée en aval de celle codant pour la protéine glutathione-S

tansférase (GST) contenue dans ce vecteur, produisant ainsi une protéine de fusion

ayant un site de digestion reconnu par la thrombine afin de séparer notre peptide de la

GST (voir section 2.2.1 et 2.2.2). Le plasmide pGEX-2T contenant la protéine de

fusion fut inséré dans les bactéries E. cou de souche BL-2 1.
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o

Figure 3.1 : Expression de la protéine GST-région pro de la prosomatostatine

chez E.coti. La potéine de fusion fut purifiée et visualisée sur gel SDS-PAGE après

incubation en présence de thrombine. Le clivage par la thrombine amène la libération

de la région pro (10 kDa).

C
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3.1.1 Production de la protéine de fusion GST-région pro de la

prosomatostatine dans un système bactérien

La production de notre protéine de fusion à la GST a été effectuée selon les

directives de Pharmacia (voir Section 2.2.2) dans la bactérie Ecoti de souche BL21

(souche protéase négative). La protéine de fusion fut purifiée par chromatographie

d’affinité sur billes de Sépharose jumelée à la glutathione et clivée à la thrombine

pour libérer la région pro de la GST. La quantité totale de protéine fut estimée par un

dosage protéique Bradford. La production de la protéine de fusion à la GST et le

clivage à la thrombine furent visualisés sur gel SDS-PAGE (figure 3.1). Par

comparaison avec l’extrait provenant du plasmide ne contenant que la GST, on peut

noter la différence de masse entre les deux protéines produites et l’effet de la

thrombine sur celles-ci. On peut donc voir l’apparition attendue de la bande de la

région pro autour de 10 kDa suite au clivage à la thrombine. Nous avons tenté de

purifier ce peptide sur des billes de Gluthatione-Sépharose ainsi que par HPLC (High

Performance Liquid Chromatography) , sans toutefois y alTiver. Nous avons donc

opté pour l’injection directe dans les lapins suite au découpage de la bande

correspondante dans l’acrylamide et de son homogénéisation (Section 2.2.2.).

3.1.2 Vérification de la réactivité des anticorps polyclonaux anti

région pro de la prosomatostatine humaine sur des cellules

LLCPK1 exprimant la protéine de façon stable.

Des cellules LLCPK1 exprimant la prosomatostatine humaine de façon stable

(Brakch et coll, 1997) furent mises en culture afin de vérifier si nos anticorps

pouvaient reconnaître la protéine dans son intégrité dans le milieu de culture. Ces

cellules sécrètent la prosomatostatine de façon constitutive dans le milieu. Les
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Figure 3.2 : Réactivité des anticorps polyclonaux de lapins dirigés

contre la région pro de la prosomatostatïne. Des cellules LLCPKÎ exprimant

de façon stable la prosomatostatine humaine furent solubilisées et leur milieu de

culture concentré. Les extraits cellulaires (C) et le milieu concentré (M)

furent déposés sur gel SDS-PAGE et transférés sur membrane.

La membrane fut incubée en présence du sérum de lapin #2immunisé

contre la région pro. L’antigène (A) fut déposé sur gel comme témoin positif.
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cellules furent solubilisées et le milieu concentré. Le tout fut déposé sur gel SDS

PAGE 15% et transféré sur membrane. La membrane fut incubée avec le sérum du

lapin #2 dilué 1:500 avec TTBS et révélée au Vecta Stain. Comme référence, 30 ng

de protéine de fusion clivée à la thrombine, ayant servi à l’immunisation, furent

déposés sur gel. Comme le démontre la révélation avec le substrat Vecta Stain (figure

3.2), aucune bande significative représentant la prosomatostatine ne fut mise en

évidence. Des résultats semblables furent obtenus en utilisant le substrat Luminol

pour détecter la prosomatostatine ainsi qu’en déposant un pourcentage supérieur du

milieu de culture. Il semblerait donc que notre sérum ne puisse reconnaître la

prosomatostatine produite par les cellules LLCPK1. Le sérum du lapin #l fut testé

ultérieurement. Les résultats obtenus furent les mêmes qu’avec le sérum du lapin #2.

3.1.3. Vérification de la réactivité des anticorps polyclonaux dirigés

contre la région pro de la prosomatostatine humaine dans des

cellules AtT2O exprimant la chimère amylase

prosomatostatine de façon stable.

Étant donné les résultats négatifs obtenus avec les cellules LLCPKY exprimant

la prosomatostatine, des cellules AtT2O exprimant la chimère amylase

prosomatostatine de façon stable (voir section 3.3) furent utilisées afin de tester à

nouveau l’affinité de nos anticorps anti-région pro. Le milieu fut recueilli et les

cellules lysées dans 1 ml de tampon RIPA-lyse. Un échantillon correspondant à 2.5%

du milieu de culture ou des cellules lysées fut déposé sur gel SDS-PAGE 8% et

transférés sur membrane de nitrocellulose. La membrane fut incubée avec le sérum de

chacun des lapins dilué 1:300 avec TTBS et, comme contrôle positif, une partie de la

membrane fut incubée en présence du sérum de lapin immunisé contre I’amylase et

diluée 1:500 dans TTBS. La révélation au Luminol montre une bande distincte
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Figure 3.3 : Réactivité des anticorps polyclonaux de lapins dirigés contre la

région pro de la prosomatostatine envers la chimère amylase-prosomatostatine.

Des cellules AtT2O exprimant de façon stable la chimère arnylase-prosomatostatine

furent solubilisées et leur milieu de culture concentré. Les extraits ceiltilaires (C) et

le milieu concentré (M) furent déposés sur gel SDS-PAGE et transférés sur

membrane. La membrane fut incubée en présence de sérums de lapins

immunisés contre l’amylase (1) ou contre la région pro (2: lapin#1) et (3: lapin#2).
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d’environ 65 kDa présente dans les cellules ainsi que dans le milieu, lorsque l’on

utilise le sérum dirigé contre l’amylase (figure 3.3). Ce poids correspond en effet au

poids théorique de la chimère amylase-prosomatostatine. Il est à noter que le poids

apparent de la protéine retrouvée dans le milieu est légèrement plus grand que celui

observé dans la cellule et semble être sous forme de doublet. La glycolylation de la

protéine sécrétée pourrait expliquer cette légère différence, ainsi que la maturation

protéolytique de la portion prosomatostatine. Sur les parties de la membrane incubées

avec les sérums des lapins immunisés contre la région pro de la prosomatostatine,

aucune bande significative ne fut observée.

3.2. Expression de la protéine de fusion prosomatostatine-HA dans

les cellules AtT2O

o
L’immunisation contre la région pro de la prosomatostatine n’ayant pas été

concluante, nous nous sommes dirigés vers l’utilisation de la protéine chimérique

prosomatostatine-HA afin de suivre notre modèle dans la cellule. En effet,

l’utilisation du peptide provenant de la protéine hémagglutinine A (HA) du virus

influenza nous permet de suivre notre protéine d’intérêt lorsque ce peptide est

fusionné à celle-ci, étant donné l’existence d’anticorps commerciaux dirigés contre ce

peptide. Cette chimère fut donc construite (section 2.2.1) et transfectée dans les

cellules AtT2O qui possèdent la voie de sécrétion régulée. Le peptide fut ajouté en C

terminal de la prosomatostatine.

Des cellules transfectées de façon stable avec la chimère prosomatostatine-HA

furent mises en culture. Après 24 heures de sécrétion, le milieu fut concentré, les

cellules lysées et 25 jig de protéines totales provenant de chaque échantillon furent
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déposés sur gel SDS-PAGE 12%. Comme témoin positif, 10 g de l’enzyme Kex2

fusionnée au peptide HA et provenant d’un extrait cellulaire de levure (Lesage et

coll., 2000) furent aussi déposés sur gel. Le témoin négatif consiste en 25 jtg de

protéines provenant de milieu ou d’extrait de cellules At120 non transfectées. Le tout

fut analysé par Western blot. La présence de protéines fut détectée par le substrat

Luminol après avoir utilisé un anticorps de souris dirigé contre le peptide HA, dilué

1 :1000 dans du TTBS et un second anticorps anti-souris conjugué à la peroxydase

dilué 1 :8000.

On peut observer une réponse positive à la masse moléculaire de 130 kDa

pour la protéine Kex2-HA (figure 3.4). Aucune bande n’apparaît par contre autour de

la masse moléculaire de 15 kDa attendue pour la prosomatostatine—HA et ce, autant

dans l’extrait cellulaire que dans le milieu. Cependant, on peut observer un doublet

L autour de 97 kDa dans l’extrait cellulaire non transfecté ainsi que dans celui de

cellules exprimant la prosomatostatine-HA. Ce doublet représente sans doute une

liaison non spécifique des anticorps puisqu’il est retrouvé dans les cellules AtT2O

sauvages (non transfectées). Une autre bande non spécifique peut être observée autour

de 66 kDa dans chacun des extraits cellulaires. D’après ces résultats, on peut déduire

que la chimère ne frit pas correctement exprimée et possiblement rapidement

dégradée au niveau du réficulum endoplasmique. Il est aussi probable quune

maturation complète fut effectuée sur la prosomatostatine, entraînant la perte du

peptide HA.
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Figure 3.4 : Expression de la protéine de fusion prosomatostatine-HA dans

les cellules AtT2O. Des cellules AtT2O exprimant de façon stable la

prosomatostatine-HA furent solubilisées et leur milieu de culture concentré. Les

extraits cellulaires (C) et le milieu concentré (M) furent déposés sur gel SDS-PAGE

et transférés sur membrane. La membrane fut incubée en présence d’anticorps dirigés

contre le peptide HA. Des cellules AtT2O non transfectées (WT) et un extrait

cellulaire de levures exprimant la protéine Kex2-HA furent utilisés comme témoins.
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3.3 Expression et caractérisation de la protéine de fusion amylase

prosomatostatine humaine dans les cellules AtT2O

Devant l’impossibilité de suivre dans les cellules AtT2O la prosomatostatine

native ou son mutant ayant un épitope HA, nous avons créé une chimère qui consiste

en l’amylase pancréatique de rat fusiomée à l’extrémité N-terminale de la

prosornatostatine. Cette chimère fut construite dans un vecteur d’expression

mammifère et une lignée stable fut établie dans les cellules AtT2O (voir section

2.3.1.3). Une lignée stable exprimant l’arnylase seule fut aussi établie comme témoin.

Cette chimère pourra nous renseigner sur la dominance du signal de la

prosomatostatine sur l’arnylase, qui est une protéine secrétée de façon constitutive

dans les cellules AtT2O.

(D 3.3.1. Expression de la chimère amylase-prosomatostatine et de

l’amylase dans les cellules AtT2O.

Des cellules AtT2O exprimant Ï’amylase pancréatique de rat et des cellules

exprimant la chimère amylase-prosomatostatine furent mises en culture. Les milieux

de culture furent concentrés et 25 tg de protéines totales de chacun des milieux furent

déposés sur gel $DS-PAGE 8%. Après transfert sur membrane de nitrocellulose,

cette dernière fut incubée en présence d’anticorps poÏyclonaux de lapin dirigés contre

l’amylase dilués 1 :750 dans du TTBS. Un deuxième anticorps anti-lapin commercial

dilué 1 :8000 fut utilisé.

On peut observer sur la figure 3.5 l’apparition d’une bande à 55 kDa dans le

milieu de culture des cellules exprimant l’amylase. Cette bande apparaît bien à la

masse attendue. Dans le milieu de culture des cellules exprimant la chimère, la bande
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Figure 3.5 : Expression de la chimère amylase-prosomatostatine dans

les cellules AtT2O. Les milieux de culture de cellules AtT2O exprimant de façon

stable l’amylase ou la chimère amylase-prosomatostatine furent concentrés,

déposés sur gel SDS-PAGE 8% et transférés sur membrane. La membrane

fut incubée en présence de sérum de lapin immunisé contre l’amylase.

Sur la figure, les flèches montrent un doublet migrant autour de 65 kDa qui représente

l’amylase-prosom, tandis que l’amylase migre autour de 55 kDa.
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figure 3.6: Schéma représentant la chimère Amylase-prosomatostatine et les
portions reconnues par les différents anticorps. La portion hachurée représente
l’arnylase. Les anticorps dirigés contre la portion amylase ainsi que ceux dirigés
contre la séquence entière (S-28) de la prosomatostatine détectent la chimère maturée
ou non. Cette maturation ne peut se faire qu’au site Arg-Lys. Ceux dirigés contre la

séquence C-terminale de la prosomatostatine (S-14) ne détectent que la forme non
mature.
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Figure 3.7 : Sécrétion et maturation de la chimère Amylase-prosomatostatine
par les cellules At120 transfectées de façon stable. Après 12 heures de sécrétion, le
milieu des cellules AtT2O exprimant la chimère Amylase-Prosom fut concentré,
déposé sur gel $DS-PAGE et analysé par Westem-blot. La membrane fut incubée en
présence d’anticorps spécifiques pour (A) la séquence entière de la

O prosomatostatine($2$), (B) la séquence C-terminale de la prosomatostatine (S14) et,
(C) la séquence de l’Amylase en N-terminal de la chimère.
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apparaît plutôt sous forme d’un doublet migrant autour de 65 kDa. Ce qui correspond

aussi à la masse prévue étant donné que la prosomatostatine apporte environ 9.2 kDa

supplémentaires. L’expression de la chimère amylase-prosomatostatine est donc bien

établie dans les cellules AtT2O, et son niveau d’expression semble équivalent à celui

de l’amylase lorsque l’on compare l’intensité des bandes obtenues dans le milieu de

culture pour chacune des deux lignées cellulaires. Cependant, l’apparition d’un

doublet semble démontrer la présence de deux populations caractérisant notre

chimère. Une maturation de la prosomatostatine à son site libérant le peptide S-14

pourrait expliquer la présence de ce doublet.

3.3.2 Maturation et sécrétion de la chimère amylase

prosomatostatine dans les cellules AtT2O.

La présence de deux bandes réactives à l’anticorps anti-amylase dans le milieu

de culture des cellules AtT2O exprimant la chimère peut s’expliquer par la maturation

protéolytique de la portion prosomatostatine. En effet, la plupart des prohormones et

des neuropeptides subissent une maturation protéolytique nécessaire à leur activation.

Cette maturation s’effectue dans différentes organelles durant le transport

intracellulaire vers la voie de sécrétion régulée et se caractérise par un clivage aux

paires de résidus basiques. Afin de vérifier si notre chimère amylase-prosornatostatine

subissait une telle maturation, des échantillons de milieu de culture des cellules

exprimant notre chimère de façon stable furent déposés sur gel SDS-PAGE en

conditions réductrices, puis électrotransférés sur membranes de nitrocellulose. Les

membranes avec les échantillons de milieu de culture furent incubées soit en présence

d’anticorps spécifiques pour la séquence de la somatostatine-28 (S-28), soit en

présence d’anticorps spécifiques pour la séquence de la somatostatine-14 (S-14), soit

en présence d’anticorps spécifiques pour la séquence N-terminale de l’amylase de la
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chimère (voir figure 3.6). On peut observer, lors de l’utilisation de l’anticorps dirigé

contre la portion N-terminale de l’amylase, l’apparition des deux bandes dans le

milieu (colonne C de la figure 3.7), où la bande du bas est majoritaire. Cependant,

l’anticorps anti-S 14 (colonne B) ne reconnaît que le précurseur de 65 kDa ce qui nous

suggère que la protéine sécrétée est presque entièrement maturée en son extrémité C-

terminale par la perte du peptide somatostatine $14. La colonne A nous démontre que

la présence de la forme $2$ est maintenue après maturation puisque cette forme est

détectée par les anticorps qui y sont spécifiques. Le résultats n’est pas surprenant

puisque la chimère amylase-prosomatostatine fut mutée au site de coupure arginine

-15 . . . -15
R en amont du peptide S28 pour un residu asparagine N rendant la maturation

impossible à ce site. Ces résultats nous indiquent donc que la maturation de la

chimère amylase-prosomatostatine se caractérise par la perte du peptide S14. La

maturation de la prosomatostatine en la forme mature somatostatine ($14) dans les

(J cellules AtT2O reflète une caractéristique du système de sécrétion régulée.

3.3.3 Localisation intracellulaire de la chimère amylase

prosomatostatine par immunofluorescence dans les cetiules AtT2O.

L’immunofluorescence indirecte a été utilisée afin de localiser la chimère

amylase-prosomatostatine à l’intérieur des cellules AtT2O l’exprimant. L’anticorps

polyclonal de lapin dirigé contre l’amylase fut utilisé. Les cellules exprimant

l’amylase-prosomatostatine démontrent un marquage intense dans les extrémités des

extensions cellulaires ainsi qu’un marquage près du noyau, correspondant à l’appareil

de Golgi (figure 3.8). Des cellules AtT2O non transfectées furent utilisées comme

témoin négatif afin de s’assurer que les anticorps utilisés ne reconnaissent aucune

protéine endogène (figure 3.9, bas). Les cellules exprimant l’amylase furent aussi

utilisées comme témoin car lorsque cette protéine est exprimée dans les cellules
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Figure 3.8 : Locatisation de la chimère amylase-prosomatostatine dans les
cellules AtT2O par immunofluorescence indirecte. Des cellules transfectées de
façon stable avec le vecteur pRc/CMV codant pour la chimère arnylase
prosornatostatine furent fixée dans 4% de paraformaldehyde. Après perméabilisation,
les cellules furent incubées avec l’anticorps anti-amylase (haut et bas).
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Figure 3.9 : Localisation de l’amylase dans les cellules AtT2O par
immunofluorescence indirecte. Des cellules transfectées de façon stable avec le
vecteur pRc/CMV codant pour l’arnylase pancréatique de rat furent fixées dans 4% de
parafonrialdehyde. Après perrnéabilisation, les cellules furent incubées avec
l’anticorps anti-Amylase (haut). Bas: les cellules non transfectées furent fixées et
perméabilisées comme ci-haut et incubées avec l’anticorps anti-Amylase
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Figure 3.10 : Localisation immunohistochimique de la chimère amylase

prosomatostatine dans les grains de sécrétion des cellules AtT2O. Des cellules

transfectées de façon stable avec le vecteur pRc/CMV codant pour la chimère

Amylase-Prosomatostatine furent fixée dans 4% de paraformaldehyde. Après

perrnéabilisation, les cellules furent incubées avec l’anticorps anti-Arnylase (A) et (B)

ou l’anticorps anti-ACTH (C). La réaction immunohistochimique fut effectuée avec

un anticorps secondaire couplé à la phosphatase alcaline. Aucun signal n’apparaît

avec le sérum pré-immun (D). A, D x $00, B, C x 2000.
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AtT2O, elle se retrouve dans la voie de sécrétion constitutive (Colomer et coIl., 1994).

Ceci est caractérisé par un marquage près du noyau et sur tout le pourtour de la

cellule, mais pas aux extrémités des extensions cellulaires où s’accumulent les grains

de sécrétion. (Figure 3.9, haut). Nos résultats montrent que la chimère amylase

prosomatostatine, contrairement à l’amylase, se retrouve dans l’extrémité des

extensions cellulaires.

La localisation immunohistochimique nous a permis de confirmer que le

marquage obtenu en immunofluorescence était effectivement associé à des grains de

sécrétion pour l’amylase-prosomatostatine (figure 3.10, A, B). L’ACTH, un

marqueur endogène des grains de sécrétion chez les cellules AtT2O, fut utilisé comme

témoin positif d’une localisation dans les grains (figure 3.10, C).

o
3.3.4 Essai de stimulation de la sécrétion de la chimère amylase

prosomatostatine par les cellules AtT2O.

Les résultats obtenus en immunofluorescence avec la chimère amylase

prosomatostatine nous démontrent que cette protéine, contrairement à l’amylase,

semble se diriger vers la voie de sécrétion régulée, étant donné qu’on la retrouve dans

l’extrémité des extensions cellulaires. Cependant, une autre caractéristique qtii

distingue la voie de sécrétion régulée est que les protéines destinées à cette voie,

s’accumulent dans les grains de sécrétion pour être sécrétées suite à un stimulus

exercé par un secrétagogue. Afin de vérifier si la sécrétion de la chimère était

stimulable, les cellules furent incubées 4 heures en présence ou en absence de $Br

cAMP. La chimère fut détectée dans le milieu de culture par SD$-PAGE en
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Figure 3.11 : Essai de stimulation de sécrétion de la chimère amylase

prosomatostatine dans les cellules AtT2O. Après 12 heures de sécrétion, les

milieux des cellules AtT2O exprimant la chimère amylase-prosom furent recueillis

(A). Les cellules furent ensuite incubées en présence ou en absence de secrétagogue

(8Br-cAMP) pendant 4 heures et les milieux furent recueillis à nouveau (B). Tous les

milieux furent concentrés et le tout fut résolu sur gel SDS-PAGE 8% et transféré sur

membrane. La membrane fut incubée en présence d’anticorps anti-amylase.
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conditions réductrices suivit d’un Western Blot, utilisant l’anticorps spécifique anti

amylase (figure 3.11). Suite à la stimulation, on ne peut observer qu’une légère

augmentation de la quantité d’arnylase-prosomatostatine détectée dans le milieu

comparativement au contrôle sans 8Br-cAMP.

3.3.5 Marquage métabolique et chasse de la protéine de fusion

amylase-prosomatostatine en présence de bréfeldine A dans

les cellules AtT2O.

Afin de mieux caractériser la sécrétion et la maturation de la chimère arnylase

prosomatostatine, un marquage métabolique à la méthionine-35S suivit d’une chasse

furent effectuée sur les cellules AtT2O en présence ou en absence de bréfeldine A

(BFA). Ce métabolite fongique inhibe la sécrétion en prévenant la formation de

vésicules à partir du réticulum endoplasmique et amène la dissolution et la

redistribution de l’appareil de Golgi (Klausner, R.D et cou. 1992). Ce blocage au

niveau du réticulum endoplasmique nous permet de voir si la maturation au niveau du

peptide S14 est spécifique au TGN et si elle est sensible à la BFA.

La sécrétion normale de la chimère amylase-prosomatostatine c’est-à-dire en

absence de BfA se caractérise par l’apparition de la forme majoritairement maturée

dans le milieu (figure 3.12, ligne 1). Lors de l’incubation en présence de BFA au

moment du marquage et de la chasse, ce qui amène un blocage complet et maintenu,

on ne voit apparaître aucune forme de la chimère dans le milieu (figure 3.12, ligne 2).

Par contre, on peut apercevoir dans les cellules, la présence majoritaire de la forme

mature.
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Figure 3.12 : Sécrétion et maturation de la chimère amylase-prosomatostatine

par les cellules AtT2O en présence de Bréfeldine A. Un marquage métabolique à la

[35S]Met et à la [35S]Cys suivi d’une chasse de 4 heures en présence (2) ou en absence

(1) de Bréfeldine A furent effectués sur les cellules At120 exprimant la chimère

amylase-prosom de façon stable. Les cellules solubilisées (C) et le milieu (M) furent

immunoprécipités en présence d’anticorps dirigés contre l’amylase.
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Ces résultats suggèrent que la maturation de notre chimère au niveau du peptide S 14

ne se fait pas au niveau du TGN, mais lors de son passage dans le réticulum

endoplasmique.
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CHAPITRE 4- DISCUSSION

Le ciblage des protéines vers leur destination finale dans la cellule est un

processus qui fut l’objet de nombreuses études depuis quelques décennies. Il fut

démontré que les protéines voyageant dans le système de transport intracellulaire

possèdent des signaux qui sont susceptibles d’être reconnus par diverses composantes

de ce système. Suite à la reconnaissance de ces signaux, les protéines se retrouvent

donc au bon endroit dans la cellule. Il est maintenant admis que les protéines

destinées au RE, au noyau, aux mitochondries et aux peroxysomes possèdent une

série d’acides aminés contigus formant un signal de ciblage vers ces organelles.

Cependant, les mécanismes de ciblage des protéines sécrétées à partir du TGN,

demeurent encore obscurs. La sécrétion des protéines chez les cellules eucaryotes

peut être soit constitutive, soit régulée. La voie de sécrétion constitutive serait

C ubiquitaire, alors que la voie de sécrétion régulée n’est présente que dans les cellules

endocrines, exocrines et neuronales. C’est au niveau du TGN de ces cellules que les

protéines destinées à la voie de sécrétion régulée sont départagées de celles relâchées

via la voie constitutive. Ainsi, il existe au niveau du TGN un mécanisme de triage qui

sélectionne l’une ou l’autre de ces voies selon la protéine impliquée. De plus, un autre

type de protéine subit un triage à partir du TGN les enzymes lysosomales. En effet,

ces enzymes sont dirigées vers les lysosomes par un mécanisme qui fut relativement

bien compris vu sa simplicité. En effet, un signal composé d’un mannose 6-phosphate

est présent sur ces enzymes et est reconnu par un récepteur situé au niveau du TGN.

Ce complexe récepteur-enzyme est ensuite ciblé vers les lysosomes (Kornfeld, 1986).

Jusqu’à aujourd’hui aucun mécanisme de ce genre ne fut mis à jour pour le

ciblage vers la voie de sécrétion régulée. Cependant, deux modèles sont proposés afin

d’expliquer comment et où les protéines sont ciblées vers la sécrétion régulée. Le
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premier modèle appelé « Sorting-for-entry » postule l’existence d’un ou plusieurs

récepteurs associés au TGN qui seraient responsables du triage et du ciblage des

protéines (Moore et cou., 1989 ; Kelly, 1987). Ce modèle propose que ces récepteurs

lieraient les agrégats formés par les protéines destinées à la voie régulée, en excluant

les protéines solubles qui s’achemineraient vers la voie constitutive (Thiele et cou.,

1997). Le second modèle appelé « Sorting-by-retention » postule plutôt l’existence

d’un ciblage passif au niveau du TGN, où toutes les protéines seraient acheminées

vers les grains immatures, considérés ici comme une extension fonctionnelle du TGN.

Le ciblage sélectif se ferait par une condensation des protéines de la voie régulée qui

seraient retenues ainsi dans le grain, tandis que les protéines de la voie constitutive

formant une phase fluide seraient exclues progressivement par bourgeonnement tout

au long de la maturation du grain de sécrétion. L’un ou l’autre des deux modèles

implique l’existence d’un signal ou d’une propriété physique portée par la protéine de

Ç la voie régulée qui lui permet de se condenser dans les conditions physicochimiques

des grains immatures.

Au cours de nos travaux, nous avons tenté par trois approches différentes de

mettre en évidence le signal de ciblage porté par la prosomatostatine humaine. Dans

un premier temps, nous avons mis au point un système d’expression de la

prosomatostatine humaine dans les cellules neuroendocrines AtT2O en y transférant

son ADN de façon stable. Les cellules AtT2O qui sont dérivées d’une tumeur du lobe

antérieur de l’hypophyse de souris, sécrètent la proopiomelanocortine, non la

prosomatostatine. Afin d’être en mesure de détecter notre protéine, nous avons

produit des anticorps polyclonaux dirigés spécifiquement contre la région pro de la

prosomatostatine humaine.
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La deuxième approche fut de produire une protéine de fusion consistant en la

prosomatostatine fusionnée en son extrémité C-terminale à un peptide provenant de la

protéine hémagglutinine A (HA) du virus de l’influenza. L’existence d’anticorps

commerciaux contre ce peptide nous donnait aussi la capacité de suivre notre protéine

entière dans la cellule, avant sa maturation protéolytique en 514 ou en 52$.

finalement, notre troisième approche consistait en l’utilisation d’une

deuxième protéine de fusion soit l’amylase pancréatique de rat fusionnée au N-

terminal de la prosomatostatine humaine. Cette chimère contient une mutation dans la

somatostatine au niveau du site de clivage Arg15, ce qui rend impossible la libération

du peptide S-22, mais toujours possible celle du peptide S-14. Cette approche

s’intéresse plus particulièrement à la capacité de la prosomatostatine à retenir dans la

voie régulée l’amylase qui normalement, y passe mais ne s’accumule pas (Castie et

C coll., 1997)

Dans notre première série d’expériences, nous devions produire des anticorps

polyclonaux anti-région pro de la prosomatostatine humaine chez le lapin. Pour ce

faire, le système de protéine de fusion à la glutathione-S-transférase fut utilisé. Une

fois la protéine de fusion produite dans la bactérie E. cou, celle-ci fut clivée et purifiée

sur gel SDS-PAGE afin d’injecter seulement notre région pro aux lapins. L’anti

génicité des anticorps produit dans le sérum des lapins fut testée sur des milieux de

culture des cellules LLCPK et AtT2O exprimant de façon stable soit la

prosomatostatine, soit la chimère amylase-prosomatostatine. Malgré le fait que les

sérums reconnaissent le peptide injecté, soit l’antigène, aucun résultat positif ne fut

obtenu sur les cellules en culture. Ces résultats rendaient inutilisables ces sérums

pour suivre la prosomatostatine entière dans la cellule AtT2O. Il est probable que la

région pro de la prosomatostatine humaine est peu immunogénique. En effet, aucun
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anticorps commercial n’est exclusivement dirigé contre cette portion de la protéine.

Cependant, le groupe de Shields a pu produire avec succès un anticorps dirigé contre

la région pro de la prosornatostatine humaine (Elgort et Shields, 1994). Par contre, le

peptide utilisé afin de produire cet anticorps polyclonal comprenait le peptide signal

et la région comprise entre le résidu Arginine et le doublet Arginine-Lysine S-28 de la

prosomatostatine humaine. Ce qui pourrait expliquer l’immunogénicité de leur

peptide.

Notre deuxième série d’expériences fut donc de créer une chimère

prosomatostatine-HA et de l’exprimer dans les cellules AtT2O de façon stable.

L’utilisation d’anticorps commerciaux dirigés spécifiquement contre le peptide HA

nous permettrait de détecter cette chimère. Malheureusement, après l’établissement

de ces cellules, aucune trace de notre chimère ne fut détectée. Il est fort possible que

Ç cette chimère soit dégradée au niveau du réticulum endoplasmique. En effet, l’ajout

d’un peptide à l’extrémité C- terminale de la prosomatostatine pourrait résulter en un

mauvais repliement de la protéine, amenant ainsi sa dégradation au sein du réticulum

endoplasmique. Il frit déjà démontré qu’un ajout, tel que la protéine chÏoramphénicol

acetyltransferase (CAT) en C-terminal de la prosomatostatine résultait en sa

dégradation intracellulaire, plus particulièrement dans le réticulum endoplasmique

(Danoff et coll., 1993). Notre protéine chirnèrique a pu subir le même sort même si le

peptide HA est beaucoup plus petit que CAT. Il est aussi fort possible que notre

chimère puisse avoir subi une maturation protéolytique dans la portion

prosomatostatine, perdant ainsi son épitope.

Le dernier volet de notre étude portait sur la capacité de la prosomatostatine

humaine à retenir l’amylase dans la voie régulée. La chimère amylase

prosomatostatine fut donc construite en ajoutant la séquence de l’amylase
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C pancréatique de rat à l’extrémité N-terminale de la prosomatostatine humaine mutée

au site de clivage libérant le peptide S-2$ pour prévenir au moins la perte du peptide

1-12 de la 52$ par maturation protéolytique. Cette chimère fut exprimée avec succès

dans les cellules AtT2O. Afin de connaître la localisation intracellulaire de notre

chimère, l’immunofluorescence indirecte fut utilisée. Une caractéristique de la voie

régulée est l’emmagasinage des protéines dans des grains de sécrétion. Cet

enmagasinage peut être facilement visualisé grâce à l’irnmunofluorescence indirecte.

Cette technique fut validée maintes fois par plusieurs études parues dans la

littérature. En effet, il a été montré que dans les cellules AtT2O, l’ACTH était

localisée dans les extrémités des extensions cellulaires (Matsuuchi et Kelly, 1991). Il

en était de même pour l’insuline transfectée dans les cellules AtT2O (Quinn et coil.,

1991). Plus récemment, il fut démontré que la FLAG-leptine était aussi dirigée dans

les extrémités des extensions des cellules AtT2O (Chavez et coll. 1997). Cependant,

l’arnylase salivaire de souris n’est pas localisée dans les extrémités lorsque transfectée

dans les cellules AtT2O (Colomer et colI. 1994). En appliquant cette technique à

notre système, soit l’amylase-prosomatostatine exprimée dans les cellules AtT2O, nos

résultats montrent que notre chimère se retrouve bien dans les extrémités des

extensions cellulaires. Ce qui suggère qu’elle emprunte la voie de sécrétion régulée.

Les résultats obtenus avec Ï’amylase dans les mêmes conditions montrent plutôt un

marquage autour du noyau et au pourtour de la cellule, ce qui indique un ciblage vers

la voie constitutive. La technique d’immunohistochimie nous a permis de confirmer

que le marquage obtenu en immunofluorescence pour l’arnylase-prosomatostatine

était bien associé à des grains de sécrétion et suivait le marquage obtenu pour

l’ACTH, un marqueur endogène de la voie régulée dans les cellules AtT2O. Ces

résultats suggèrent donc que notre chimère se comporte comme une protéine de la

voie régulée. Ceci permet de conclure que la prosomatostatine apporte le signal
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(‘ permettant d’amener l’amylase dans les grains de sécrétion, plutôt que vers la voie

constitutive, et ce, malgré sa mutation au site de clivage libérant le peptide S-28.

Afin de vérifier que notre chimère était sécrétée de façon stimulable, des tests

de sécrétion en présence du sécrétagogue 8Br-cAMP furent effectués. La fusion des

grains de sécrétion à la membrane plasmique suite à un stimulus exogène est une

autre caractéristique de la voie de sécrétion régulée. Malheureusement, seulement une

très faible augmentation de la quantité d’amylase-prosomatostatine dans le milieu

suite au stimulus fut observée. Étant donnée l’observation de la localisation de notre

chimère dans les grains de sécrétion, ceci nous suggère que notre chimère se retrouve

dans une population de grains non stimulables. Cette hypothèse pourrait être appuyée

par le modèle proposé par Arvan (Arvan and Castle, 1992). En effet, d’après le

modèle «sorting by retention», notre chimère pourrait être dirigée vers la voie régulée

C et entrer dans les grains immatures, pour en être graduellement exclue dans la phase

fluide qui serait secrétée de façon constitutive. La portion prosornatostatine de notre

chimère pourrait être responsable du ciblage vers la voie régulée, mais la partie

volumineuse de l’amylase pancréatique de rat pourrait être responsable de l’exclusion

de l’agrégation, donc de l’absence de rétention dans les grains. Des études

d’agrégation avec notre chimère pourraient confirmer cette hypothèse. De plus, il est

aussi probable que le niveau d’expression de notre chimère soit trop bas pour que l’on

puisse apercevoir une différence marquée de la sécrétion lors de la stimulation.

Dans le but de poursuivre la caractérisation de notre chimère amylase

prosomatostatine, une étude sur la maturation de notre précurseur fut effectuée. La

maturation protéolytique est une autre caractéristique de la voie de sécrétion régulée.

En effet, la plupart des prohormones et des neuropeptides subissent une maturation

durant leur transport intracellulaire dans la voie régulée. Cette maturation s’effectue
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au niveau du TGN et dans les grains de sécrétion et se caractérise principalement par

un clivage aux paires de résidus basiques ou plus rarement, à un simple résidu

basique. En utilisant différents anticorps dirigés spécifiquement soit contre la

séquence entière de la prosomatostatine-22 (S-28), soit contre la séquence C-

terminale S-14 de la prosomatostatine ou bien contre la séquence N-terminale de

l’amylase, nous avons pu étudier la maturation que subissait notre chimère. Suite à la

mutation du site de coupure au résidu basique arginine R- 15 , seul le site de coupure

dibasique libérant le peptide S-14 pouvait être clivé efficacement. Avec l’utilisation

d’anticorps spécifiques pour chacune des régions, nous avons pu démontrer que notre

chimère était bien maturée au site de clivage libérant le peptide mature S-14. Ces

résultats suggèrent que notre chimère entre bien en contact avec les convertases

responsables de la maturation des propeptides qui sont situées dans la voie régulée, en

l’occurrence ici la PCi responsable de la maturation du site dibasique de la S14 dans

les cellules AtT2O (Galanopoulou et coll., 1993).

Puisque les cellules endocrines possèdent les deux voies de sécrétion

constitutive et régulée, un mécanisme doit exister afin que la cellule puisse cibler les

différentes classes de protéines vers leurs vésicules de sécrétion appropriées. Des

évidences morphologiques provenant de plusieurs groupes impliquent le TGN comme

site ou s’effectue ce ciblage (Tooze et cou., 1987 ; Sossin et coli., 1990). De même,

la maturation protéolytique des prohormones s’effectuait aussi au niveau du TGN. En

effet, en 1987, Tooze et ses collaborateurs démontrèrent que le TGN était le site où la

POMC était maturée et dirigée vers les grains de sécrétion. De plus, en 1991, le

groupe de Lepage-Lezin effectua d’autres études morphologiques qui suggèrent que la

prosomatostatine est maturée au TGN dans les cellules neuronales de rat. Finalement,

Xu et Shields confirmèrent en 1993 que la prosomatostatine était bien maturée au

niveau du TGN, dans les cellules hypophysaires de rat (GH3) lors de son expression
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hétérologue. Afin d’identifier le site intracellulaire où s’effectue la maturation de

notre chimère, une chasse en présence de BFA fut effectuée suite à un marquage

métabolique. Cette molécule inhibe la sécrétion en empêchant le transport

antérograde du RE vers l’appareil de Golgi, ce qui amène le collapsus du Golgi vers

le RE et donc la redistribution des protéines de ce dernier vers le RE (Klausner et

coll., 1992). Le marquage fut aussi effectué en présence de BFA. Ceci amène le

blocage de toutes les protéines nouvellement synthétisées et marquées au niveau du

RE. Évidemment, aucune trace de notre chimère ne fut observée dans le milieu de

sécrétion. Cependant, dans les cellules, la forme mature de notre chimère fut

retrouvée de façon majoritaire. Ces résultats sont étonnants étant donné que la

maturation semble s’initier au niveau du TGN pour se poursuivre dans les grains de

sécrétion et que notre chimère ne peut s’y rendre, étant bloquée au RE. En effet, il fut

démontré que la BfA avait peu ou pas d’effet sur les dernières étapes de la sécrétion,

c’est-à-dire du TGN vers la membrane plasmique, mais inhibait de façon significative

la maturation des prohormones avant que ces précurseurs n’atteignent le

compartiment du TGN (Xu et $hield, 1993). Ces études furent effectuées sur des

cellules GH3 perméabilisées. En 1997, le groupe de fernandez obtint des résultats

semblables avec les cellules AtT2O. En effet, suite à un blocage à la BfA, aucune

maturation protéolytique ne fut obtenue pour la proopiomélanocortine. Cependant, le

traitement à la BfA de cellules de la médullo-sunénale bovine démontre un effet

mineur sur la maturation de la proenképhaline. Ceci suggère que la maturation

protéolytique de la proenképhaline commence avant son transport vers le TGN

(Rostovtev et coll., 1994). Ces derniers résultats sont plutôt en faveur de ceux que

nous observons avec notre chimère. La BFA étant ajoutée dès le marquage et présente

tout au long de la chasse, les protéines nouvellement synthétisées ainsi que les

protéines du Golgi se retrouvent dans le réticulum endoplasmique. Il est fort possible

que parmi ces protéines nouvellement synthétisées se retrouvent des enzymes



114

responsables de maturations protéolytiques des prohormones. II fut démontré que les

convertases PCi et PC2 avaient une activité maximale à pH acide; pH retrouvé dans

le TGN et les grains de sécrétion, (Jean et cou., 1993) et que la furine avait plutôt un

large spectre d’activité près du pH neutre (Molloy et colI., 1992). La furine pounait

alors être responsable de la maturation de notre chimère au niveau du RE dans ces

conditions expérimentales. En effet, en 1994, Vey et ses collaborateurs apportèrent

l’évidence que le RE était le compartiment où avait lieu la maturation de la profurine

en furine et que son passage dans le Golgi était nécessaire à son activation, fort

probablement dû à la maturation de ses sucres. Il est donc probable que la furine soit

plus ou moins active dans le RE en présence de BFA, étant donné la redistribution

vers le RE des enzymes de maturation associées au Golgi. (Lippincott-Schwartz et

cou., 1989, Johnson et coll., 1991, Berger et coll., 1995).

Ç En 1993, le groupe de Benjannet démontra qu’après le traitement à la BFA

des cellules GH4C1, exprimant de façon hétérologue PCi, cette enzyme était bien

clivée en sa forme mature. Ceci suggère donc que sa maturation se fait au niveau du

RE. Vindrola obtint les mêmes résultats avec les cellules AtT2O, qui expriment cette

convertase de façon endogène. Il démontra néanmoins que la PCi subissait une autre

maturation soit au niveau du TGN ou soit au niveau des grains de sécrétion (Vindrola

1994). De plus, Schmidt et Moore démontrèrent en 1995, que cette deuxième

maturation de la PCi dans les cellules AtT2O semi-intactes était nécessaire à son

activation pour la maturation de la POMC. En effet, l’incubation prolongée de la

POMC dans le RE ou dans le Golgi ne résulte pas en la maturation du précurseur. Par

contre, l’acidification de ces compartiments cellulaires amène une maturation

efficace. Ces résultats nous laissent donc la furine comme principal responsable de la

maturation de notre chimère amylase-prosomatostatine au niveau du RE, en son site

W2K’ La furine, qui est ubiquitaire, clive sélectivement aux paires de résidus
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( basiques et à pH relativement neutre (Halban et Irminger, 1994). En 1993,

Galanopoulou et son équipe étudièrent la maturation de la pi-osornatostatine par la

furine dans les cellules COS-7 et PC12. Ces cellules n’expriment pas PC1 ni PC2,

mais expriment la furine comme convertase. Ils démontrèrent que la prosomatostatine

était bien clivée au site W2K’, mais non efficacement. Cependant, ce n’était pas sous

contact prolongé suite à l’incubation des cellules en présence de BFA.

Steiner et son équipe démontrèrent que le récepteur muté de la proinsuline

était clivé à un site spécifique pour la furine, lors de sa rétention au niveau du RE

(Bass et coll., 2000). Cette observation suggère que la maturation des propeptides par

la furine peut s’effectuer avant leur transport vers le TGN. Elle suggère aussi que

l’action de la firme dans le RE pourrait dépendre de la conformation de son substrat,

étant donné que le récepteur sauvage n’est pas clivé. Il est donc aussi probable que la

C portion amylase de notre chimère amène un certain changement dans le repliement de

la prosomatostatine, amenant éventuellement une meilleure reconnaissance du

doublet par la convertase au niveau du RE. Des études de maturation in vitro de notre

chimère en présence de furine pourraient nous éclairer sur le sujet.
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O CHAPITRES- CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES FUTURES

À la lumière des résultats obtenus avec la chimère amylase-prosomatostatine,

nous pouvons conclure que la portion prosomatostatine est responsable de la

localisation intracellulaire de la chimère dans les extensions cellulaires plus

précisément dans les grains de sécrétion des cellules AtT2O. Cependant, cette

chimère, quoique maturée efficacement en son site de clivage libérant le peptide S-14.

est relâchée de façon «constitutive-like» dans le milieu. Ces résultats viennent

appuyer le modèle «sorting- by- retentionx proposé en 1992 par Arvan et Castie.

Néairn-rnins, des études de mutagenèses portant sur la partie prosomatostatine

de la chimère pourraient nous informer sur les caractéristiques intrinsèques de la

prohormone qui sont responsables du ciblage de la chimère vers la voie de sécrétion

régulée.
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